Inmunosensor piezoeléctrico de alta frecuencia (100 MHz) para la detección y cuantificación de una molécula modelo by Buitrago Mejía, Laura
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
INMUNOSENSOR PIEZOELÉCTRICO DE ALTA 
FRECUENCIA (100 MHz) PARA LA DETECCIÓN Y 
CUANTIFICACIÓN DE UNA MOLÉCULA MODELO 
 
 
LAURA BUITRAGO MEJÍA 
Trabajo de grado para optar al título de Ingeniera Biomédica 
 
Directora: 
PhD. Marisol Jaramillo Grajales  
Asesores: 
Ing. Camilo Ortiz Monsalve 
Ing. Kaory Barrientos Urdinola 
 
UNIVERSIDAD EIA 
INGENIERÍA BIOMÉDICA 
ENVIGADO 
2017 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
  
A mis padres, por brindarme la oportunidad de estudiar esta carrera y por su amor 
incondicional. 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
AGRADECIMIENTOS 
 
A mi directora Marisol por guiarme en el desarrollo de este trabajo y a mis asesores, Camilo 
y Kaory, por sus consejos, correcciones y por todo el tiempo que dedicaron a enseñarme 
sobre el trabajo en el laboratorio y a ayudarme con cada cosa que necesité. 
Gracias también al profesor Yeison Montagut por la orientación que me dio desde su 
experiencia con el trabajo en el sensor piezoeléctrico y a Lucas por ayudarme a comprender 
mejor el funcionamiento del mismo. 
 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
CONTENIDO 
pág. 
INTRODUCCIÓN ............................................................................................................. 12 
1. PRELIMINARES ....................................................................................................... 14 
1.1 Planteamiento del problema .............................................................................. 14 
1.2 Objetivos del proyecto ....................................................................................... 15 
1.2.1 Objetivo General ......................................................................................... 15 
1.2.2 Objetivos Específicos ................................................................................. 15 
1.3 Marco de referencia ........................................................................................... 16 
1.3.1 Biosensores ................................................................................................ 16 
1.3.2 Monocapas autoensambladas .................................................................... 20 
1.3.3 Caracterización de superficies .................................................................... 25 
2. METODOLOGÍA ....................................................................................................... 28 
2.1 Materiales y equipos .......................................................................................... 28 
2.2 PROCEDIMIENTO ............................................................................................ 32 
2.2.1 Inmovilización sobre cristales de 10 MHz ................................................... 32 
a. Lavado del cristal ............................................................................................... 33 
b. Formación de la SAM utilizando alcanotioles ..................................................... 33 
c. Activación .......................................................................................................... 33 
2.2.2 Inmovilización y caracterización con el biosensor de 100 MHz ................... 35 
2.2.2.1 Determinación de la concentración de BSA .................................................. 36 
2.2.2.2 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en flujo) ...................... 38 
2.2.2.3 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en batch) .......................... 40 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
3. PRESENTACIÓN Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS ............................................... 42 
3.1 INMOVILIZACIÓN DE BSA SOBRE CRISTALES DE 10 MHZ .......................... 42 
3.1.1 Caracterización de la superficie de oro en cristales de 10 MHz .................. 42 
3.2 Caracterización con el biosensor de 100 MHz ................................................... 47 
3.2.1 Determinación de la concentración de BSA (biorreceptor) a inmovilizar ..... 47 
3.2.2 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en flujo): ensayo de 
sensibilidad y especificidad ....................................................................................... 48 
3.2.3 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en batch): ensayo de 
sensibilidad y especificidad ....................................................................................... 53 
4. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES............................................... 57 
REFERENCIAS ............................................................................................................... 59 
ANEXO 1: LISTA DE REACTIVOS .................................................................................. 65 
 
 
  
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
LISTA DE FIGURAS 
pág. 
Figura 1. Esquema de un biosensor. (Barrientos Urdinola, 2015) .................................... 16 
Figura 2. Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM) (“Open QCM,” n.d.) ........................ 19 
Figura 3. Corte AT del cristal de cuarzo. (O’Sullivan & Guilbault, 1999) ........................... 20 
Figura 4. Esquema de una SAM (Barrientos Urdinola, 2015). .......................................... 21 
Figura 5. Monocapa Autoensamblada Mixta (“Monothiol Tethers,” n.d.) .......................... 22 
Figura 6. Estructura hexagonal de una SAM sobre oro. Los círculos blancos son los átomos 
de oro y los grises los de azufre. La distancia entre los átomos de azufre es de 4.97 Å y la 
distancia entre átomos de oro es de 2.884 Å. (Boeckl, Graham, & Stein, M. Jeanette 
Roberts, n.d.) ................................................................................................................... 23 
Figura 7. Ángulo de orientación de los alcanotioles sobre el oro en la SAM.(Folkers et al., 
1991) ............................................................................................................................... 23 
Figura 8.  Inmovilización de un anticuerpo sobre superficie de silicio recubierta de oro tras 
activación con EDC y NHS de la SAM (Bhadra et al., 2015). ........................................... 25 
Figura 9. Vibración de tensión. A) Vibración simétrica. B) Vibración asimétrica. (Fernández, 
n.d.) ................................................................................................................................. 26 
Figura 10. Vibración de flexión. A) Vibración en tijera. B) Vibración de balanceo. C) Vibración 
de cabeceo. D) Vibración de torsión. (Fernández, n.d.) ................................................... 26 
Figura 11. Estructura del ATR-FTIR. (Subramanian & Rodríguez-Saona, 2009) .............. 27 
Figura 12. UV/Ozono-Bioforce Nanosciences .................................................................. 28 
Figura 13. A) Cristal de 10 MHz. B) Cristales de 100 MHz. (AWSensors, n.d.-b) ............. 28 
Figura 14. Celda de inmovilización. A) Vista superior (cristal en el interior). B) Vista frontal
 ........................................................................................................................................ 29 
Figura 15. Celda de flujo. A) Vista frontal. B) Vista superior. ............................................ 29 
Figura 16. Plataforma de flujo continuo AWS A20-F20. La parte superior recibe el nombre 
de plataforma A20, y la inferior F20. A un lado se observa conectada a la plataforma la 
bomba peristáltica minipuls3 de la marca Gilson. ............................................................ 30 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
Figura 17. Plataforma AWS-F20. Los números del 1 al 6 corresponden a las tuberías. ... 31 
Figura 18. Software A20RP. Interfaz para el control de las tuberías, volúmenes y 
velocidades. ..................................................................................................................... 32 
Figura 19. Esquema de las reacciones de activación con NHS y EDC. (Sam et al., 2010)
 ........................................................................................................................................ 34 
Figura 20. Pasos para la biofuncionalización y caracterización de la superficie del cristal de 
10 MHz. Figura modificada de (Barrientos Urdinola, 2015). ............................................. 35 
Figura 21. Esquema de flujo del biosensor. Modificado de (Ocampo, Jaramillo, March, & 
Montoya, 2011))............................................................................................................... 38 
Figura 22. Secuencia de pasos para la biofuncionalización del cristal de 100 MHz con BSA 
y la detección de anti-BSA. Modificado de (Barrientos Urdinola, 2015) ............................ 41 
Figura 23. Espectros de los cristales tras la incubación de BSA. ..................................... 42 
Figura 24. Intervalo 3000.9 – 2840 cm-1 de la Figura 23, que contiene las bandas 
correspondientes a las vibraciones simétrica (2857.54) y asimétrica (2928.55) del grupo 
metileno de los alcanotioles. ............................................................................................ 43 
Figura 25. Bandas del espectro infrarrojo en el proceso de formación de la SAM y activación 
(Sam et al., 2010). ........................................................................................................... 43 
Figura 26. Bandas del espectro infrarrojo características del 11MUD (Jordan et al., 1994)
 ........................................................................................................................................ 44 
Figura 27. Bandas de BSA de cada uno de los cristales. 1549.78 corresponde a la amida I 
y 1661.03 cm-1 a la amida II. ........................................................................................... 45 
Figura 28. Bandas de BSA seca a temperatura ambiente. (Grdadolnik & Maréchal, 2001)
 ........................................................................................................................................ 46 
Figura 29.  Espectro Infrarrojo de la adsorción de BSA (3,75 µM) en una superficie de 
montmorillonita (Schmidt & Martínez, 2016). ................................................................... 46 
Figura 30. Respuesta del sensor de HFF-QCM frente al flujo de BSA de 10 mg/ml sobre su 
superficie. ........................................................................................................................ 47 
Figura 31. Respuesta del sensor en frecuencia vs tiempo frente a la adsorción de BSA. 
(Thourson et al., 2013)..................................................................................................... 48 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
Figura 32. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 30 µg/ml de anti-BSA.
 ........................................................................................................................................ 49 
Figura 33.  Respuesta del sensor piezoeléctrico de 100 MHz (con inmovilización de BSA en 
flujo) a la variación de la concentración de anti-BSA........................................................ 50 
Figura 34. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 10 µg/ml de anti-
carbaril. ............................................................................................................................ 50 
Figura 35. Curva de calibración de anti-BSA con inmovilización de BSA en flujo y rango 
lineal de la misma (en azul). ............................................................................................ 51 
Figura 36. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 10 µg/ml de anti-BSA 
tras haber repetido el protocolo desde el inicio. ............................................................... 53 
Figura 37. Respuesta del sensor piezoeléctrico de 100 MHz (con inmovilización de BSA en 
batch) a la variación de la concentración de anti-BSA. .................................................... 54 
Figura 38. Curva de calibración de anti-BSA con inmovilización de BSA en batch y rango 
lineal de la misma (en azul). ............................................................................................ 54 
Figura 39. Curva de calibración para la optimización del inmunoensayo con carbaril. (March 
et al., 2015). ..................................................................................................................... 56 
 
 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
LISTA DE ANEXOS 
 
pág. 
Anexo 1 ........................................................................................................................... 66 
 
 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
RESUMEN  
Los inmunosensores piezoeléctricos son dispositivos que detectan la formación de 
complejos inmunes a través del cambio en la frecuencia de resonancia o fase del cristal 
piezoeléctrico ocasionado por los cambios de masa en su superficie. La microbalanza de 
cristal de cuarzo (QCM) que emplean los inmunosensores piezoeléctricos convencionales 
como transductor tiene una frecuencia fundamental entre 5-20MHz, sin embargo, en la 
actualidad se han desarrollado QCM de alta frecuencia que proporcionan mayor 
sensibilidad. En el presente trabajo se describe la metodología para la detección del 
anticuerpo anti-BSA por medio de un sensor piezoeléctrico, a partir de la inmovilización 
sobre electrodos de oro de cristales de cuarzo de 100 MHz (considerados de alta 
frecuencia) de su antígeno albumina sérica de bovino- BSA (molécula modelo). 
El primer paso fue determinar la concentración de biorreceptor (BSA) a inmovilizar, para lo 
cual se inmovilizaron tres concentraciones diferentes de BSA (10, 1 y 0.1 mg/ml) en flujo 
sobre el cristal de 100 MHz y se evaluaron los cambios en la fase del sensor. Para la 
inmovilización, se utilizaron monocapas autoensambladas mixtas (MSAM), compuestas de 
11 mercapto-1undecanol (MUD) y ácido 16-mercaptohexadecanoico (MHDA), en una 
proporción 50:1 respectivamente, que seguidamente se activaron con EDC y NHS. La 
concentración que ocasionó el mayor aumento en la fase del sensor de 100 MHz fue 10 
mg/ml, motivo por el cual se eligió para ser la concentración del biorreceptor. Con el fin de 
corroborar la inmovilización de BSA con el método utilizado sobre la superficie del cristal, 
se inmovilizaron esas mismas concentraciones sobre cristales de 10 MHz y se 
caracterizaron utilizando espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). 
Una vez determinada la concentración de BSA, se procedió a realizar curvas de calibración 
del cambio en la concentración de anti-BSA vs el cambio en la fase del sensor inmovilizando 
el biorreceptor mediante dos métodos, en batch y en flujo, para luego comparar cuál de los 
dos era el más adecuado. Las concentraciones de anti-BSA utilizadas fueron 30, 10, 1, 0.1, 
0.01 µg/ml y 30, 17.3, 10, 5.7, 3.3, 1.9 µg/ml (cada una por duplicado) para las curvas con 
inmovilización de BSA en batch y en flujo respectivamente. La curva con inmovilización de 
BSA en batch mostró un límite de detección (LOD) de 0.1 µg/ml y un rango lineal entre 0.01-
1 µg/ml, mientras que la curva con inmovilización de BSA en flujo mostró un LOD de 1.9 
µg/ml y un rango lineal entre 1.9-5.77 µg/ml. Dada esta gran diferencia, se repitió el punto 
de 10 µg/ml de anti-BSA con inmovilización de BSA en flujo, esta vez utilizando alcanotioles 
recién preparados y la señal generada en el sensor fue de 667.5 mV, 8 veces mayor que 
en el primer ensayo. La caracterización con el FTIR mostró la efectividad del método 
utilizado al evidenciar la presencia de BSA. 
 
Palabras clave: biosensores, inmunosensores, piezoeléctrico, HFF-QCM, BSA, Alta 
Frecuencia Fundamental 
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ABSTRACT 
Piezoelectric immunosensors are devices that detect immune complex formations through 
the change in piezoelectric crystal resonance frequency or phase, caused by mass changes 
on its surface. Conventional piezoelectric immunosensors employ quartz crystal 
microbalances (QCM) with fundamental frequencies between 5-20 MHz, however, 
nowadays there have been developed high fundamental frequency quartz crystals (HFF-
QCM) that provide greater sensitivity. This work describes a methodology for the detection 
of the antibody anti-BSA by means of a piezoelectric sensor, by the immobilization of its 
antigen Bovine Serum Albumin-BSA (model molecule) on the gold electrode of the 100 MHz 
QCM (considered as a high fundamental frequency). 
The first step was to determine the biorreceptor concentration (BSA) to be immobilized and 
for that, three different BSA concentrations (10, 1 and 0.1 mg/ml) were immobilized under 
flow conditions, then sensor phase shifts were measured. Mixed self-assembled monolayers 
(MSAM) of alkanethiolates on gold with a ratio of 50:1 were used for the immobilization 
process and were activated using EDC and NHS. 10 mg/ml was the BSA concentration that 
caused the greatest phase shift in the 100 MHz sensor, therefore it was chosen for the 
immobilization. In order to corroborate the immobilization of BSA on the crystal surface with 
the followed methodology, those same concentrations were immobilized on 10 MHz crystals 
and were characterized using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). 
Once BSA concentration was determined, calibration curves of the anti-BSA concentration 
change vs phase shifts were done by two methods, BSA batch immobilization and BSA flow 
immobilization, in order to know which was the best one. Anti-BSA concentrations used were 
30, 10, 1, 0.1, 0.01 μg/ml and 30, 17.3, 10, 5.7, 3.3 ,1.9 μg/ml (each by duplicate) for curves 
with BSA immobilization in batch and flow respectively. The curve with BSA batch 
immobilization showed a limit of detection (LOD) of 0.1 µg/ml and a linear range between 
0.01-1 µg/ml, while the curve with BSA flow immobilization showed a LOD of 1.9 µg/ml and 
a linear range between 1.9-5.77 µg/ml. Given this big difference, the 10μg/ml point of anti-
BSA was repeated immobilizing BSA in flow, this time using fresh alkanethiols and the 
increase in the sensor phase was 667.5 mV, 8 times bigger than the signal of the first assay. 
FTIR characterization showed the effectiveness of the method used showing the presence 
of BSA on the crystal. 
 
Keywords: biosensors, immunosensors, piezoelectric, HFF-QCM, BSA, High Fundamental 
Frequency
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INTRODUCCIÓN 
Los complejos antígeno-anticuerpo han sido muy utilizados en la detección de moléculas 
de interés, principalmente en el diagnóstico médico (J. Wu & Ju, 2012) y en la industria 
alimenticia (Immer & Lacorn, 2015), gracias a la alta afinidad que estos presentan entre sí. 
En particular, los inmunosensores piezoeléctricos permiten detectar la formación de 
complejos inmunes, transformando este evento biológico en una señal medible (Mehrotra, 
2016). Estos surgen como alternativa sobre otras pruebas para inmunoanálisis, ya que 
además de ser sensibles y específicos (Sadana, 2003), dan una respuesta rápida (Koyun, 
Ahlatcıoğlu, & İpek, 2012), no necesitan marcaje fluorescente o radioactivo (Van Oss & Van 
Regenmortel, 1994), pueden dar la respuesta en tiempo real, son reutilizables y pueden 
llegar a ser pequeños y portátiles (Koyun et al., 2012). Los sensores piezoeléctricos 
convencionales que emplean microbalanza de cristal de cuarzo (QCM) (superficie de cristal 
de cuarzo con un corte especial cuya frecuencia de resonancia varía conforme ocurren 
cambios de masa en su superficie) tienen una frecuencia de oscilación entre 5 y 20 MHz, 
sin embargo, los de alta frecuencia como los de 100 MHz, que han sido poco estudiados, 
son necesarios para las aplicaciones en líquidos en donde se requiere de una alta 
sensibilidad (March et al., 2015). Es así como cobra importancia el desarrollo de 
metodologías para la detección de moléculas de interés partiendo del planteamiento de 
estudios con moléculas modelo, a través de la detección del evento biológico dado por la 
interacción antígeno-anticuerpo usando el sensor piezoeléctrico de 100 MHz. 
En el presente estudio se plantea el trabajo con BSA como molécula modelo y la detección 
de anti-BSA por medio del sensor piezoeléctrico de 100 MHz, para lo cual se siguió el 
protocolo de March et al. (March et al., 2015) con algunas modificaciones. La inmovilización 
comienza por la formación de la MSAM, con grupos terminales hidroxilo como espaciadores 
y ácido carboxílico como grupo funcional que interactuará con el analito. Los ácidos 
carboxílicos siguen un proceso de activación a través de una solución de (1-etil-3-(3-
diaminopropil) carbodiimida) (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) y quedan listos para la 
inmovilización del biorreceptor, que en este caso es la BSA. En ese orden de ideas, luego 
de la activación se inmovilizó una concentración de 10 mg/ml de BSA sobre la superficie 
del cristal mediante dos métodos, batch (incubándola directamente sobre el cristal) y flujo 
(haciéndola fluir con un sistema de tuberías por encima del cristal), para luego inyectar 
diferentes concentraciones de anti-BSA y medir la señal generada en el sensor durante la 
formación de complejos antígeno-anticuerpo. Dicha concentración de BSA fue seleccionada 
de manera previa inmovilizando en flujo tres concentraciones sobre cristales de 100 MHz, 
10, 1 y 0.1 mg/ml, en donde la de 10 mg/ml fue la que ocasionó el mayor cambio en la fase 
del sensor y por esto fue la elegida. Con el fin de corroborar la inmovilización de BSA con 
el método utilizado sobre la superficie del cristal, se inmovilizaron estas mismas 
concentraciones sobre cristales de 10 MHz y se caracterizaron en el FTIR.  
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Con los resultados arrojados por el sensor se realizaron curvas de calibración del cambio 
en la concentración de anti-BSA vs el cambio en la fase y a partir de ellas se determinaron 
la especificidad y la sensibilidad del método. La sensibilidad fue definida como el límite de 
detección (LOD) (concentración dentro del rango lineal cuya señal es mayor a la generada 
por el blanco) y el rango lineal (o rango de trabajo). El LOD obtenido en la curva de 
calibración con inmovilización de BSA en flujo fue 1.9 µg/ml y el rango lineal estuvo entre 
1.9-5.77 µg/ml y el LOD obtenido en la curva de calibración con inmovilización de BSA en 
batch fue de 0.1 µg/ml y su rango lineal estuvo entre 0.01-10 µg/ml. La caracterización de 
los cristales de 10 MHz mediante el FTIR evidenció la presencia de la BSA inmovilizada 
mediante la aparición de bandas características en el espectro infrarrojo. 
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1. PRELIMINARES 
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
La alta afinidad que presentan los anticuerpos por sus antígenos ha permitido desarrollar 
técnicas diagnósticas específicas y sensibles que han revolucionado principalmente el 
campo médico (J. Wu & Ju, 2012) y el de la industria alimenticia (Immer & Lacorn, 2015), 
posibilitando la detección cuantitativa y cualitativa de moléculas de interés. Estas técnicas 
reciben el nombre de inmunoensayos y consisten en el uso de complejos antígeno-
anticuerpo como medio para generar un resultado perceptible (Gómez Millán, 2009).  
Las pruebas para inmunoanálisis implican por lo general el uso de muchos reactivos (Van 
Oss & Van Regenmortel, 1994), moléculas con marcaje fluorescente o radioactivo (que 
pueden llegar a ser peligrosas durante el proceso de preparación) (Darwish, 2006),  equipos 
especializados y personal calificado (Hianik, 2016), durante el proceso no permiten conocer 
la respuesta sino hasta el final en donde el resultado se hace visible (Van Oss & Van 
Regenmortel, 1994) y algunas como el radioinmunoensayo requieren de un proceso 
adicional de separación de los complejos antígeno-anticuerpo para cuantificar la proporción 
de antígenos marcados, lo que aumenta la complejidad del ensayo y dificulta su 
automatización (Darwish, 2006). De ahí la necesidad de desarrollar plataformas de 
detección que pretendan superar estos desafíos tales como los biosensores, que surgen 
como alternativa para la detección de analitos y constituyen un campo emergente que ha 
generado gran interés en el diagnóstico, la biomedicina, la industria alimenticia, el medio 
ambiente, los procesos de fermentación, la ingeniería metabólica, entre otras áreas 
(Mehrotra, 2016). 
Los biosensores son dispositivos analíticos que transforman una respuesta biológica en una 
señal medible (Mehrotra, 2016). Estos además de ser sensibles y específicos (Sadana, 
2003) son prometedores pues dan una respuesta rápida (en minutos) (Koyun et al., 2012), 
son libres de marcaje fluorescente o radioactivo (Moina & Ybarra, 2012), tienen la capacidad 
de dar la respuesta en tiempo real, pueden llegar a ser pequeños y portátiles (Koyun et al., 
2012) y son reutilizables (Chaplin, 2014). Estos están constituidos principalmente por una 
parte biológica y una parte electrónica. La primera está formada a su vez por un 
biorreceptor, que es el elemento biológico que presenta afinidad por el analito de interés, y 
por una interfase biológica encargada de enlazar el biorreceptor a la superficie del 
transductor. Este último es el componente principal de la parte electrónica y es el encargado 
de transformar la señal bioquímica resultante de la interacción entre el analito y el 
biorreceptor en una señal medible (Koyun et al., 2012). 
De manera general, los biosensores se pueden clasificar de acuerdo al evento biológico 
que detectan y de acuerdo al sistema de transducción que utilizan (Jiménez C. & León P., 
2009). Cuando el evento biológico es la interacción entre un antígeno y un anticuerpo 
reciben el nombre de inmunosensores (Gopinath, Tang, Citartan, Chen, & Thangavel, 
2014). Por otro lado, cuando el sistema de transducción consiste en el registro de las 
variaciones en la frecuencia de resonancia de un cristal piezoeléctrico según los cambios 
de masa en la superficie del cristal, se denominan sensores piezoeléctricos (Mehrotra, 
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2016) y han sido estudiados y utilizados debido a su bajo costo, alta afinidad y robustez 
mecánica (Arnau, 2008). Ahora bien, en esta ocasión son de interés los inmunosensores 
piezoeléctricos cuyo cristal está configurado como una microbalanza de cuarzo (QCM, del 
inglés Quartz Crystal Microbalance). 
Los sensores de microbalanza de cristal de cuarzo que convencionalmente se han utilizado 
tienen una frecuencia de oscilación que va entre los 5 y los 20 MHz, sin embargo, la 
operación a altas frecuencias fundamentales (HFF, del inglés High Fundamental 
Frequency) es necesaria en aplicaciones en líquidos donde se requiere una alta sensibilidad 
(March et al., 2015). A pesar de esto, muy pocos grupos de investigación han trabajado con 
resonadores HFF desde que la primera aplicación con estos fue demostrada (March et al., 
2015). March et al. (2015) han sido de los pocos que han trabajado con este tipo de 
biosensores piezoeléctricos de alta frecuencia, este equipo desarrolló un inmunosensor 
piezoeléctrico de 100 MHz para la detección y cuantificación del pesticida Carbaril, y 
encontraron que el desempeño analítico de este sensor sobrepasó a los QCM 
convencionales y a los biosensores ópticos que se basan en el fenómeno de Resonancia 
de Plasmones Superficiales (SPR, por sus siglas en inglés), aproximándose incluso a las 
pruebas ELISA más sensibles (March et al., 2015). Montoya et al. (2017) también utilizaron 
el sensor piezoeléctrico de alta frecuencia, ellos desarrollaron un inmunosensor 
piezoeléctrico de 100 MHz para la detección de tuberculosis y los resultados mostraron una 
alta sensibilidad, en el rango picomolar, lo que lo hace promisorio para la detección del 
marcador de tuberculosis en fluidos biológicos como el esputo (Montoya et al., 2017). 
Actualmente quiere utilizarse el biosensor piezoeléctrico de HFF como un inmunosensor en 
la línea de investigación “Tecnologías para la obtención y detección de biomarcadores” 
perteneciente al grupo de investigación GIBEC de la Universidad EIA, pero dado que este 
biosensor es relativamente nuevo y no se ha estudiado mucho, es necesario encontrar la 
metodología adecuada que permita desarrollar una plataforma de detección basada en la 
interacción de complejos inmunes por medio de un transductor piezoeléctrico de alta 
frecuencia para la detección de biomoléculas de interés, a partir de pruebas con moléculas 
modelo. 
1.2 OBJETIVOS DEL PROYECTO 
1.2.1 Objetivo General 
Desarrollar un inmunosensor piezoeléctrico de alta frecuencia para la detección y 
cuantificación de una molécula modelo.  
1.2.2 Objetivos Específicos 
 Evaluar diferentes concentraciones de la proteína a inmovilizar sobre el transductor 
piezoeléctrico, aplicando la técnica de monocapas autoensambladas. 
 Determinar la sensibilidad y especificidad del inmunosensor piezoeléctrico para la 
detección de una molécula modelo. 
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1.3 MARCO DE REFERENCIA 
1.3.1 Biosensores 
En la literatura se encuentran múltiples definiciones sobre los biosensores. Una de ellas, 
introducida por Mehrotra (2016), señala que son dispositivos analíticos que transforman una 
respuesta biológica en una señal eléctricamente medible (Mehrotra, 2016). Otra, propuesta 
por la IUPAC, dice que un biosensor es un dispositivo integrado capaz de proveer 
información analítica específica cuantitativa o semi-cuantitativa utilizando un elemento 
biológico de reconocimiento, el cual está en contacto directo con un elemento transductor. 
Esta definición resalta además que un biosensor debe distinguirse claramente de un 
sistema bioanalítico, pues este requiere de pasos adicionales como la adición de reactivos, 
y de una sonda biológica, pues esta se debe desechar tras la primera medición (Koyun et 
al., 2012). 
Estos dispositivos están constituidos por dos elementos, un biorreceptor y un transductor. 
El biorreceptor es el elemento biológico unido a la superficie del transductor que está en 
contacto con la muestra y reconoce el analito que allí se encuentra (el analito se muestra 
como los puntos azules en la Figura 1). El biorreceptor puede ser por ejemplo una enzima, 
ADN o un anticuerpo, y el analito un sustrato enzimático, ADN complementario o un 
antígeno (Koyun et al., 2012). El transductor es el encargado de transformar la señal 
bioquímica resultante de la interacción entre el analito y el biorreceptor en una señal óptica, 
térmica, magnética o eléctricamente medible (López, 2009). Para que el transductor pueda 
cumplir su función, el biorreceptor debe estar enlazado a él a través de una interfase 
biológica (Monošík, Streďanský, & Šturdík, 2012). 
 
Figura 1. Esquema de un biosensor. (Barrientos Urdinola, 2015)   
Los biosensores exponen una serie de ventajas sobre otras técnicas de detección de 
biomoléculas, como la alta sensibilidad y especificidad (Sadana, 2003), respuesta rápida y 
en tiempo real (Koyun et al., 2012), son reutilizables (Chaplin, 2014), pueden ser producidos 
industrialmente tanto en escala como en costo y utilizan moléculas libres de marcaje (Moina 
& Ybarra, 2012). Gracias a estas características han sido utilizados en una gran variedad 
de áreas tales como el diagnóstico, aplicaciones médicas, procesos de control, 
biorreactores, control de calidad, medicina veterinaria y agricultura, diagnóstico 
bacteriológico y viral, control industrial de desperdicio de agua, minería, industria de 
defensa militar, entre otras (Koyun et al., 2012). 
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1.3.1.1 Criterios de desempeño de un biosensor 
Los biosensores están sujetos a ciertos criterios de desempeño (Lee & Mutharasan, 2005): 
1. Sensibilidad: Es la respuesta del biosensor por unidad de cambio en la 
concentración del analito, es decir, es la razón de cambio de la salida frente a 
cambios en la entrada. 
2. Especificidad: Es la habilidad del biosensor de responder únicamente al analito de 
interés, es decir, que no presente respuesta frente a otras moléculas presentes en 
la muestra. 
3. Rango: Son los límites en la magnitud medida entre los que puede aplicarse el 
sensor, es decir, el rango sobre el que el sensor opera bien. 
4. Tiempo de respuesta: Es el tiempo requerido para que el sensor indique que está a 
un 63% de su respuesta final debido a un cambio en la concentración del analito. 
5. Reproducibilidad: Es la proximidad de concordancia entre los resultados de 
mediciones del mismo analito bajo las mismas condiciones de medición. 
6. Límite de detección (LOD): Es la mínima concentración del analito que puede ser 
medida. 
7. Tiempo de vida: Es el período de tiempo sobre el cual el sensor puede ser utilizado 
sin deterioro significativo en sus características de desempeño. 
8. Estabilidad: Caracteriza el cambio en su línea de base o la sensibilidad en un 
período fijo de tiempo. 
 
1.3.1.2 Clasificación de los biosensores 
Los biosensores se clasifican según (Jiménez C. & León P., 2009): 
 
El tipo de interacción: biocatalíticos o de bioafinidad. Los sensores biocatalíticos son 
aquellos en los que se emplea un biocatalizador, que es una sustancia que aumenta o 
disminuye la velocidad de una reacción sin participar en ella, es decir, sin consumirse. Los 
biocatalizadores pueden ser enzimas, organelas, células o tejidos. Se pueden utilizar por 
ejemplo en la detección de sustratos en una reacción, a través de la aparición de un 
producto conocido, o desaparición de un cosustrato (“Reacciones Analíticas,” 2011). Por su 
parte, los sensores de bioafinidad reconocen al analito de interés sin que se dé una 
transformación catalítica, sino que simplemente se forma un complejo analito-receptor 
(“Reacciones Analíticas,” 2011). 
 
El método de detección: directo o indirecto. Directo quiere decir que utilizan métodos que 
detectan de forma inmediata la presencia del analito, mientras que en los indirectos se 
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utilizan técnicas que revelan la presencia del analito mediante otros elementos distintos 
(Parzanese, n.d.). 
 
El elemento de reconocimiento: célula, organela, tejido, enzima, receptor, anticuerpo, 
ácido nucleico, polímero de impresión molecular (PIM), ácido nucleico peptídico (PNA) o 
aptámero. 
 
El sistema de transducción: nanomecánico, piezoeléctrico, electroquímico, termoeléctrico 
u óptico. 
 
1.3.1.3 Inmunosensores piezoeléctricos 
Los inmunosensores son biosensores de bioafinidad en los que la formación del complejo 
antígeno-anticuerpo es el evento que se detecta y se convierte, por medio de un 
transductor, en una señal eléctrica que puede ser procesada, grabada y exhibida (Moina & 
Ybarra, 2012). La transducción de la señal en estos dispositivos puede llevarse a cabo a 
través de diferentes mecanismos que hacen uso de los cambios de propiedades (como los 
cambios de masa) y los cambios en las señales (como las electroquímicas y ópticas) que 
toman lugar durante la formación del complejo antígeno-anticuerpo (Moina & Ybarra, 2012).  
Los materiales piezoeléctricos son aquellos que responden con un cambio en la energía 
eléctrica a los cambios en la tensión mecánica, y con un cambio en la tensión mecánica 
ante cambios en la energía eléctrica  (Arnau, 2008). En la naturaleza hay aproximadamente 
20 cristales piezoeléctricos, de todos ellos el cuarzo es el más utilizado debido a que resiste 
altas temperaturas sin perder sus propiedades y presenta alta estabilidad química en 
soluciones acuosas (Morgan, Newman, & Price, 1996). Este efecto piezoeléctrico es 
aprovechado para transducir las señales biológicas de los biosensores, de manera que un 
inmunosensor piezoeléctrico es aquel en donde pequeños cambios de masa detectada en 
la superficie del cristal ocasionados por las interacciones antígeno-anticuerpo, dan lugar a 
cambios en la frecuencia de resonancia o fase de la señal del sensor (Marín et al., 2015). 
El efecto piezoeléctrico de un cristal de cuarzo se explica de la siguiente manera. El cuarzo 
está formado por átomos de silicio con carga positiva y de oxígeno con carga negativa, 
organizados de manera uniforme cuando el cristal no se encuentra bajo condiciones de 
estrés. Pero cuando el cuarzo es afectado por alguna carga mecánica, se estira o se contrae 
y los átomos se reorganizan, quedando a un lado las cargas positivas y al otro las negativas, 
es decir, se polariza. Si se conecta entonces un lado del cristal con el otro, se crea una 
diferencia de potencial y se puede producir corriente. También puede generarse el efecto 
inverso, si se le aplica un campo eléctrico al cristal, este cambiará su estructura (“Efecto 
piezoeléctrico,” n.d.).  
Para construir un inmunosensor piezoeléctrico que emplee un cristal de cuarzo, se utiliza lo 
que se conoce como microbalanza de cristal de cuarzo (QCM por sus siglas en inglés) 
(Figura 2), la cual se recubre con una interfase biológica que se pone en contacto con la 
muestra y tiene afinidad por el analito (Morgan et al., 1996). Esta experimenta cambios en 
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su frecuencia de resonancia (f0) cuando ocurren cambios de masa en su superficie y está 
constituida por un disco de cristal de cuarzo delgado al cual se le conectan electrodos para 
estimularlo y detectar los cambios que en él ocurran (Zalazar & Guarnieri, 2009). .  
 
 
Figura 2. Microbalanza de Cristal de Cuarzo (QCM) (“Open QCM,” n.d.)  
La ecuación de Sauerbrey relaciona este cambio en la masa con el cambio en la frecuencia 
de resonancia del cristal, de la siguiente manera: 
 
 
   Δf = − ksΔm   
 
(1) 
                                                                                                                                                 
En donde Δf es el cambio en la f0, Δm es la masa depositada y ks es una constante que 
depende de los parámetros del cuarzo como la f0, el espesor, la densidad y el módulo de 
corte (Zalazar & Guarnieri, 2009). Lo que indica esta ecuación es que la frecuencia de 
oscilación es proporcional a los cambios en la masa que ocurren en la superficie del cristal, 
es decir, a la concentración del analito. 
Dado que el cuarzo es un material anisotrópico, es decir, presenta diferentes características 
según la dirección en la que sean medidas, dependiendo de la dirección y el ángulo en el 
que se corte serán diferentes sus modos de vibración y su frecuencia de resonancia. El tipo 
de corte más común para la fabricación de QCM es el corte AT, cuya orientación respecto 
al eje z es 35°15’ (Figura 3), pues con este corte el coeficiente de temperatura es bajo, con 
cambios mínimos de frecuencia y con una mayor frecuencia de resonancia (D. H. Wu, Tsai, 
& Yen, 2003).  
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Figura 3. Corte AT del cristal de cuarzo. (O’Sullivan & Guilbault, 1999)  
 
Una mayor sensibilidad del sensor puede alcanzarse cuando la frecuencia incrementa, sin 
embargo, en los osciladores convencionales de frecuencias fundamentales bajas, cuando 
la frecuencia aumenta el ruido de fase también lo hace y la señal de frecuencia se vuelve 
inestable. Este problema fue abordado por Montagut et al. (2011), quienes introdujeron un 
sensor de QCM de 100 MHz, considerado de alta frecuencia (HFF por sus siglas en inglés), 
el cual es altamente sensible y versátil gracias a que, en lugar de estar basado en el cambio 
de frecuencia, está basado en el cambio de fase del sensor a una frecuencia fija, de la 
siguiente manera (Montagut et al., 2011): 
 
   Δφ ≈  − (Δm/Δml) 
 
(2) 
En donde Δφ es el cambio en la fase del sensor producido por un cambio en la masa Δm 
en su superficie y Δml es la masa líquida perturbada por el resonador. Cuando el grosor del 
cristal disminuye, el cambio en la fase aumenta y Δml se reduce. De esta manera, si la 
frecuencia se fija y se mide el cambio en la fase, la operación a altas frecuencias 
fundamentales es posible sin un aumento significativo del ruido (March et al., 2015).  
1.3.2 Monocapas autoensambladas 
Las monocapas autoensambladas (SAM) son arreglos moleculares que tienen la capacidad 
de modificar de manera simple y flexible las superficies de metales, óxidos metálicos y 
semiconductores. Están hechas de componentes orgánicos y se adsorben 
espontáneamente sobre las superficies sólidas ya sea a partir de soluciones líquidas, de 
fase vapor o de vacío, para luego organizarse en estructuras cristalinas o semicristalinas 
(Love, Estroff, Kriebel, Nuzzo, & Whitesides, 2005). Su estructura se compone de tres 
partes, un grupo cabeza, un esqueleto y un grupo cola, como puede verse en la Figura 4 
(Barrientos Urdinola, 2015). El grupo cabeza se une a un sustrato gracias a que posee una 
afinidad por él, el esqueleto es una cadena hidrocarbonada de tamaño variable que 
mantiene la estabilidad de la monocapa debido a las interacciones de Van der Waals entre 
los grupos metileno entre cadena y cadena, y el grupo cola es un grupo químico de 
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propiedades diversas que se utiliza para conferirle características de interés a la superficie, 
por ejemplo puede utilizarse para inmovilizar moléculas, volver la superficie hidrofílica 
(grupo cola hidroxilo o carboxilo), hidrofóbica (grupo cola metilo) o resistente a las proteínas 
(grupo cola etilenglicol) (Boeckl & Graham, 2006).  
 
Figura 4. Esquema de una SAM (Barrientos Urdinola, 2015). 
Las SAM se pueden formar en sustratos de todos los tamaños y sirven para darles diversas 
funciones, unen estructuras a nivel molecular con fenómenos superficiales a nivel macro y 
pueden acoplar el ambiente externo a las propiedades electrónicas y ópticas de las 
estructuras metálicas (Love et al., 2005). Gracias a estas características las SAM han sido 
utilizadas en una gran variedad de aplicaciones como en electroquímica, unión de 
proteínas, ensamblaje de ADN, humedecimiento superficial, resistencia a la corrosión, 
arreglos biológicos, interacciones celulares, electrónica molecular y de manera particular, 
en el área de los biosensores (Boeckl & Graham, 2006), (Chaki & Vijayamohanan, 2002). 
Los componentes organosulfurados que más se utilizan en la formación de las SAM son los 
alcanotioles, cuya estructura es HS(CH2)nX,  en donde n es el número de unidades de 
metileno, y X es el grupo cola, que puede ser -CH3, -OH, -COOH (Love et al., 2005). Las 
monocapas autoensambladas de alcanotioles sobre oro son probablemente las mejores 
superficies actualmente disponibles para llevar a cabo la funcionalización en la fabricación 
de biosensores, esto debido a la formación de enlaces fuertes entre los alcanotioles y el 
oro, y a que el oro es fácil de obtener y puede ser considerado un material inerte al no 
oxidarse a temperaturas por debajo de su punto de fusión (Stettner, 2010). 
La formación y estabilidad de la monocapa es mediada por dos fuerzas motrices. La primera 
de ellas es la afinidad del sulfuro por la superficie de oro. Los investigadores han encontrado 
que la interacción sulfuro-oro es del orden de 45kcal/mol, formando un enlace semi-
covalente y estable (Boeckl & Graham, 2006). Esta fuerza de enlace le confiere una gran 
ventaja sobre otros sistemas utilizados para el cubrimiento superficial, ya que es posible 
modificar superficialmente la SAM a través del grupo funcional cola sin afectar su estabilidad 
(Daza Millone, 2011). La otra fuerza motriz la constituyen las interacciones hidrofóbicas de 
Van der Waals entre los carbonos de los grupos metileno de las cadenas que forman el 
esqueleto. Esta fuerza hace que las cadenas se inclinen con el fin de maximizar la 
interacción entre ellas y disminuir la energía global superficial (Boeckl & Graham, 2006). 
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1.3.2.1 Monocapas Autoensambladas Mixtas 
Las Monocapas Autoensambladas Mixtas (MSAM) son monocapas autoensambladas en 
las que se utilizan alcanotioles con diferentes grupos terminales. Generalmente consisten 
en dos tipos de tioles, uno de cadena más corta que sirve de espaciador y otro de cadena 
más larga que contiene el grupo funcional que se unirá al biorreceptor y que se utiliza 
normalmente en una menor concentración. El objetivo de esto es optimizar la interacción 
entre los tioles y el biorreceptor, ya que se disminuyen los impedimentos estéricos que 
pueden ocurrir por la cercanía entre unas cadenas y otras (Folkers, Zerkowski, Laibinis, 
Seto, & Whitesides, 1991). En la Figura 5 se observa una MSAM compuesta por 
alcanotioles terminados en un grupo hidroxilo y en ácido carboxílico, en donde los primeros 
son los espaciadores y los segundos los que le dan la funcionalidad a la monocapa. 
 
 
Figura 5. Monocapa Autoensamblada Mixta (“Monothiol Tethers,” n.d.)  
 
1.3.2.2   Preparación y formación de las SAM 
En el caso de las soluciones líquidas el sustrato debe limpiarse, luego sumergirse en la 
solución que contiene los alcanotioles (normalmente están disueltos en etanol 1-10mM) 
durante un tiempo específico (12-18 horas) y finalmente secarse utilizando por ejemplo 
argón seco o nitrógeno gaseoso (Chaki & Vijayamohanan, 2002). Este tipo de soluciones 
funcionan para la mayoría de las aplicaciones y en especial se utilizan en los casos en los 
que posteriormente se va a tener contacto con otras fases líquidas (Love et al., 2005). Las 
fases gaseosas también forman buenas monocapas, estas permiten una dosificación muy 
controlada del material que llega a la superficie y son necesarias cuando la SAM se prepara 
bajo condiciones de ultra alto vacío para el análisis mediante ciertos métodos de 
espectroscopia (Daza Millone, 2011).  
Hay muchos factores que influyen en la formación y en la densidad de la monocapa, como 
la naturaleza, dureza y limpieza del sustrato, el solvente, la naturaleza y concentración del 
analito, el tipo de componente organosulfurado del cual va a estar hecha la monocapa, su 
concentración, la longitud de las cadenas del mismo y el tiempo de inmersión del sustrato 
en la solución. En el caso de las MSAM es necesario tener cuidado en su diseño, pues 
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grandes diferencias entre el largo de las cadenas o en la polaridad del grupo terminal 
pueden llevar a la adsorción preferencial de un alcanotiol sobre otro, lo cual a su vez puede 
llevar a que se formen “islas” de alcanotioles de un grupo terminal en medio de muchos 
alcanotioles espaciadores en lugar de una superficie uniforme (Folkers et al., 1991). Por 
estas razones los autores han explorado diferentes parámetros en la preparación de las 
SAM, obteniendo diversos resultados  (Chaki & Vijayamohanan, 2002).  
El tipo de sustrato que se utilice es un factor determinante en la estructura de la SAM. En 
el caso de las SAM formadas a partir de la adsorción de alcanotioles sobre oro, los átomos 
de azufre ocupan sitios específicos (cada tres átomos de oro) de la red de oro formando 
arreglos hexagonales (Figura 6).  
 
Figura 6. Estructura hexagonal de una SAM sobre oro. Los círculos blancos son los átomos de oro y los grises los de 
azufre. La distancia entre los átomos de azufre es de 4.97 Å y la distancia entre átomos de oro es de 2.884 Å. (Boeckl, 
Graham, & Stein, M. Jeanette Roberts, n.d.)  
La red de los alcanotioles está rotada 30° respecto a la del oro respecto a la del oro (Figura 
7), y las distancias intramoleculares son √3 veces más largas que la distancia interatómica 
del oro, esta estructura se denomina como (√3 x √3)R 30°.  Los grupos terminales de la 
SAM forman una red hexagonal con la misma distancia intramolecular que los átomos de 
azufre (Folkers et al., 1991).  
 
Figura 7. Ángulo de orientación de los alcanotioles sobre el oro en la SAM.(Folkers et al., 1991) 
1.3.2.3 Biosensores basados en SAM 
Las SAM se pueden utilizar para el reconocimiento molecular formando una interfase entre 
un metal noble y una especie biológica presente en solución líquida o en fase de vapor. Las 
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moléculas que se utilizan para ser identificadas son aquellas que presentan selectividad, 
como los anticuerpos, las enzimas y los ácidos nucleicos, estas se inmovilizan sobre la SAM 
y pueden ser detectadas mediante diversos sistemas de transducción, como los ópticos, 
piezoeléctricos o electroquímicos dependiendo de la cantidad de analito con la que se 
cuente, el ambiente externo y el tiempo de respuesta (Chaki & Vijayamohanan, 2002). 
Las SAM como plataforma para la inmovilización de biomoléculas ofrecen muchas ventajas. 
Forman monocapas ordenadas y estables; son flexibles al permitir el diseño del grupo cola 
de la SAM con diversos grupos funcionales para alcanzar las características requeridas de 
la monocapa según la aplicación; sólo se requiere una cantidad mínima de las biomoléculas 
para que puedan ser inmovilizadas sobre la SAM; son estables por largos períodos, lo que 
permite realizar muchas mediciones confiables; tienen la capacidad de obtener información 
sobre fenómenos a nivel molecular, como la adsorción de proteínas, hibridación del ADN, 
interacción antígeno-anticuerpo, entre otros (Chaki & Vijayamohanan, 2002). De este modo, 
las SAM pueden desempeñarse de manera sencilla como la interfase en un inmunosensor, 
uniéndose a través de su grupo cabeza a la superficie del sensor y al anticuerpo o antígeno 
(biorreceptor) a través de su grupo cola, para que luego este se una a su correspondiente 
antígeno o anticuerpo. 
La inmovilización de las biomoléculas a la SAM puede hacerse a través de diferentes 
procedimientos. Uno de ellos consiste en la unión covalente de las enzimas a los grupos 
terminales de la superficie de la SAM y una forma común de hacerlo es a través de un 
enlace amida con las aminas del biorreceptor. También se puede hacer uso de un acople 
no covalente entre las monocapas y las enzimas mediante interacciones electrostáticas, 
hidrofóbicas e hidrofílicas. (Chaki & Vijayamohanan, 2002).  
Para lograr la inmovilización de proteínas a través de su unión covalente con los grupos 
terminales de la SAM, se suele realizar un procedimiento denominado activación, por medio 
del cual se modifica químicamente el grupo cola de la SAM. Cuando el grupo terminal es 
ácido carboxílico, el proceso de activación por lo general consiste en formar un éster de 
NHS mediante la reacción de los ácidos carboxílicos con carbodiimida y NHS (Palazon et 
al., 2014). Muchos estudios utilizan este método para la activación, sin embargo, las 
condiciones experimentales varían mucho de unos a otros, como las concentraciones de 
NHS y carbodiimida, la temperatura y el pH, lo que indica que este proceso continúa siendo 
empírico a pesar de que esta reacción ha sido optimizada cuidadosamente en solución y 
se ha entendido bastante bien en la escala molecular (Sam et al., 2010). 
La inmovilización de las biomoléculas ocurre una vez se ha activado la superficie con NHS 
y EDC formando un éster de NHS a través del cual se forma un enlace covalente con una 
amina primaria, como se muestra en la Figura 8 (Bhadra, Shajahan, Bhattacharya, & 
Chadha, 2015). 
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Figura 8.  Inmovilización de un anticuerpo sobre superficie de silicio recubierta de oro tras activación con EDC y NHS de 
la SAM (Bhadra et al., 2015).   
1.3.3 Caracterización de superficies 
1.3.3.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier 
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) es 
un método de espectroscopia infrarroja en el cual un haz de luz infrarroja se hace pasar a 
través de una muestra en donde parte de la radiación es absorbida y la otra parte 
transmitida. La parte que se transmite llega a un detector, en donde la señal que se genera 
es un espectro que representa la “huella dactilar” de la muestra. Luego, la señal es 
convertida en un espectro interpretable mediante la Transformada de Fourier 
(Thermofisher, n.d.) 
Las moléculas de una muestra no se encuentran estáticas, por el contrario, cuando están a 
temperatura ambiente sus enlaces se comportan como resortes, y dependiendo de la forma 
en la que estos se muevan dan lugar a vibraciones de tensión o de flexión. En las 
vibraciones de tensión, los átomos se acercan y se alejan siguiendo la dirección del enlace. 
Existen dos modos de vibración de tensión, la simétrica y la asimétrica (Figura 9). Por su 
parte, en las vibraciones de flexión varían los ángulos, pero no las longitudes de los enlaces. 
Hay cuatro modos de vibraciones de flexión: tijera, balanceo, cabeceo y torsión (Figura 10). 
Los modos de vibración en tijera y balanceo tienen lugar en el plano que contiene los tres 
átomos que participan en la vibración, y los de cabeceo y torsión tienen lugar fuera del plano 
(Fernández, n.d.) 
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Figura 9. Vibración de tensión. A) Vibración simétrica. B) Vibración asimétrica. (Fernández, n.d.)  
 
Figura 10. Vibración de flexión. A) Vibración en tijera. B) Vibración de balanceo. C) Vibración de cabeceo. D) Vibración 
de torsión. (Fernández, n.d.)  
Una molécula sólo puede vibrar a ciertas frecuencias. Si una molécula se expone a una 
radiación electromagnética y esta tiene la misma frecuencia que la de sus modos de 
vibración, esta absorberá la energía de la radiación y saltará a un estado de energía de 
vibración mayor, es decir, la amplitud de la vibración incrementará, pero la frecuencia 
seguirá siendo la misma. La diferencia de energía entre los dos estados de vibración es la 
misma que la energía asociada a la longitud de onda de la radiación que fue absorbida, lo 
que significa que esa es la región infrarroja del espectro que contiene las frecuencias que 
corresponden a las frecuencias de vibración de los enlaces de las moléculas de la muestra. 
De esta forma, la utilidad de la espectroscopia infrarroja radica en que los diferentes grupos 
funcionales tienen diferentes frecuencias características de absorción, lo que permite su 
identificación (Soderberg, 2017). 
El gráfico resultante tras este proceso en el que el haz infrarrojo atraviesa la muestra y llega 
al detector, se denomina interferograma, en el cual se grafica la intensidad (en voltios) vs 
el desfase (en centímetros). Para poder hacer lectura de la información que contiene, se 
utiliza la Transformada de Fourier, la cual descompone el interferograma en ondas 
sinusoidales para cada longitud de onda en el espectro convencional (Subramanian & 
Rodríguez-Saona, 2009). 
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Reflexión total atenuada (ATR-FTIR) 
Existen diversos métodos de muestreo en la técnica FTIR, entre los que se encuentran la 
reflexión total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés). En este método, el haz infrarrojo se 
hace pasar de un medio con un índice de refracción alto (como un cristal de seleniuro de 
Zinc) a uno de índice de refracción bajo (la muestra), y cuando esto pasa, parte de la luz se 
refleja nuevamente en el medio de índice de refracción bajo, como se observa en la Figura 
11. A un cierto ángulo de incidencia, casi todas las ondas de luz se reflejan de nuevo, 
produciendo un fenómeno llamado reflexión total interna. Cuando esto sucede, parte de la 
energía de la luz se escapa del cristal y se extiende una pequeña distancia (0.1–5μm) más 
allá de la superficie en forma de ondas. Esta onda invisible es llamada onda evanescente y 
en las regiones del espectro infrarrojo en donde la muestra absorbe energía, la onda 
evanescente se ve atenuada o alterada, produciendo lo que se llama reflexión total 
atenuada y esta absorbancia se traduce en el espectro infrarrojo de la muestra. Por 
consiguiente, la muestra debe tener muy buen contacto con el cristal (Subramanian & 
Rodríguez-Saona, 2009).  
 
Figura 11. Estructura del ATR-FTIR. (Subramanian & Rodríguez-Saona, 2009) 
A diferencia de la transmitancia, en la reflectancia la preparación de las muestras es más 
fácil y más rápida, no es destructiva y no se ve afectada por el grosor de la muestra. A pesar 
de que los instrumentos para la reflectancia pueden llegar a ser costosos y la profundidad 
de la penetración del rayo dentro de la muestra es desconocida, estas desventajas se ven 
opacadas por la simplicidad y rapidez de esta técnica (Subramanian & Rodríguez-Saona, 
2009). 
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2. METODOLOGÍA  
2.1 MATERIALES Y EQUIPOS 
Para remover la materia orgánica de los cristales de cuarzo, se utilizó el equipo UV/Ozone 
ProCleaner de la marca Bioforce Nanosciences (Figura 12). 
 
Figura 12. UV/Ozono-Bioforce Nanosciences  
Los cristales de cuarzo de 10 y 100 MHz (Figura 13) fueron suministrados por AWSensors. 
El diámetro del cristal de 10 es de 13.67mm y el diámetro del electrodo de 5.11mm, el cual 
está compuesto por oro y cromo (100 de Å Cr y 1000 Å de Au). El cristal de 100 MHz tiene 
un área de 36mm2, un espesor de aproximadamente 17 µm y está ensamblado en un 
soporte hecho de polieter éter cetona (PEEK, por sus siglas en inglés), el cual posee un 
orificio en forma cónica que permite exponer la superficie activa del electrodo de oro al 
contacto con los fluidos en los ensayos (March et al., 2015).  
 
Figura 13. A) Cristal de 10 MHz. B) Cristales de 100 MHz. (AWSensors, n.d.-b)  
 
Para el lavado del cristal de 100 MHz, la inmovilización y la activación, se utilizó una celda 
de inmovilización de la marca AWSensors dentro de la cual se ubica el cristal (Figura 14). 
Esta permite alojar un volumen de aproximadamente 600 µl y cuenta con una tapa giratoria 
que permite proteger al cristal de la luz y evitar su contaminación. 
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Figura 14. Celda de inmovilización. A) Vista superior (cristal en el interior). B) Vista frontal  
 
Para la operación del cristal de 100 MHz se utilizó un sistema de microfluídica, el cual 
cuenta con una celda de flujo (Figura 15) dentro de la cual se ubica el cristal y lo pone en 
contacto con el fluido y con el transductor. La celda está compuesta por una base de 
aluminio sobre la cual se deposita el cristal y por una tapa hecha de polimetil metacrilato 
(PMMA, por sus siglas en inglés). Una vez el cristal está dentro, la celda se tapa y se cierra 
con dos tornillos, formando así una cámara con un volumen interno de 2.75 µl. De esta 
manera, sólo una cara del sensor puede entrar en contacto con el fluido (March et al., 2015).  
 
Figura 15. Celda de flujo. A) Vista frontal. B) Vista superior.  
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Esta celda se posiciona en la plataforma A20-F20 (Figura 16) (La parte superior es llamada 
A20 y la inferior F20) suministrada por AWSensors, la cual consiste en un equipo de flujo 
continuo controlado por bombas peristálticas y válvulas que se controlan desde el software 
A20RP, que permite además realizar la adquisición de los datos. La plataforma cuenta con 
tres modos de operación, High Resolution Mode, Sweep Mode y Tracking Mode, permite 
utilizar sensores QCM, HFF-QCM y SAW-Love, posee control de la temperatura, mide 45 x 
75 x 45 cm y pesa 35kg (AWSensors, n.d.-a). A pesar de que la plataforma puede contar 
hasta con 4 bombas peristálticas, en esta ocasión se utilizó una bomba externa más precisa, 
la bomba peristáltica minipuls3 de la marca Gilson, mostrada también en la Figura 16, que 
permite controlar la velocidad de inyección de las soluciones 
 
Figura 16. Plataforma de flujo continuo AWS A20-F20. La parte superior recibe el nombre de plataforma A20, y la 
inferior F20. A un lado se observa conectada a la plataforma la bomba peristáltica minipuls3 de la marca Gilson. 
En la Figura 17 se puede observar de manera más detallada la plataforma F20. Esta puede 
tener hasta cuatro jeringas, encargadas de succionar y dispensar los fluidos desde y hacia 
las tuberías según se seleccione desde el software. En este caso sólo se cuenta con una 
jeringa y seis tuberías, que para el presente experimento se utilizaron de la siguiente 
manera: 
 Tubería 1: Solución de BSA en PBS. 
 Tubería 2: Solución de PBS o PBST. 
 Tubería 3: “out” o salida. 
 Tubería 4: HCl. 
 Tubería 5: Agua bidestilada  
 Tubería 6: “waste” o desecho.  
La tubería “out” o de salida es la que se conecta a la celda de flujo para que su fluido entre 
en contacto con el cristal y luego salga hacia un recipiente, llamado también desecho o 
“waste” (probeta por fuera de la plataforma marcada con “waste” en la Figura 17). 
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Figura 17. Plataforma AWS-F20. Los números del 1 al 6 corresponden a las tuberías. 
El software A20RP cuenta con varios paneles (Figura 18). Desde el primero (parte superior 
derecha) puede escogerse la tubería por la cual se succionará el fluido, la velocidad de 
succión, la tubería por la cual se dispensará y la velocidad a la cual se dispensará. Desde 
el segundo (parte superior central) se pueden seleccionar el volumen y la velocidad 
deseados para succionar y dispensar y las tuberías por las que se hará. Desde el tercero 
(parte inferior central) se controlan el volumen y velocidad de succión de la bomba. 
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Figura 18. Software A20RP. Interfaz para el control de las tuberías, volúmenes y velocidades. 
 
El equipo utilizado para realizar la caracterización de la superficie inmovilizada de los 
cristales de 10 MHz fue el ATR-FTIR Spectrum 100 de PerkinElmer, cuya resolución 
máxima es de 0.5 cm-1, el rango del número de onda va entre 7800 y 370 cm-1 y se controla 
remotamente a través del software Spectrum. 
En el anexo 1 se presenta la lista de reactivos utilizados en el presente trabajo. 
2.2 PROCEDIMIENTO 
2.2.1 Inmovilización sobre cristales de 10 MHz 
Sabiendo que los cristales de cuarzo de 10 y 100 MHz poseen la misma composición 
química, se inmovilizaron tres concentraciones de BSA (10,1 y 0.1mg/ml) sobre el electrodo 
de oro de los cristales de 10 MHz, siguiendo la metodología planteada por March et al. 
(2009) y posteriormente se caracterizaron las superficies por medio de FTIR. Esto se hizo 
con el fin de corroborar la inmovilización de BSA sobre los cristales de cuarzo con la 
metodología utilizada, que en términos generales es la misma para ambos cristales, con 
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diferencias en los volúmenes utilizados y en el proceso de lavado. Este proceso se hizo en 
los cristales de 10 y no en los de 100 MHz puesto que la prensa con la que cuenta el equipo 
del FTIR los quebraría debido a su fragilidad. El procedimiento se hizo por duplicado, es 
decir para cada concentración se inmovilizaron dos cristales de oro. A continuación, se 
describe la metodología seguida: 
a.  Lavado del cristal 
El lavado inicial de los cristales se hizo con 4ml de solución piraña durante 5 minutos en 
una proporción 3:1 de H2SO4 y H2O2. Luego se lavaron con agua bidestilada, etanol y se 
secaron con nitrógeno gaseoso. Posteriormente se llevaron a la cámara de UV/Ozono por 
20 minutos, seguidamente se lavaron etanol y se secaron con nitrógeno gaseoso.  
b.  Formación de la SAM utilizando alcanotioles 
Se sumergió cada cristal en 1.5ml de la solución mixta de alcanotioles 11 mercapto-1-
undecanol (MUD) y ácido 16-mercaptohexadecanoico (MHDA) a una concentración 10mM, 
disuelta en etanol, en una proporción 50:1 respectivamente, en donde el 11 MUD se 
comportará como espaciador. Los cristales se dejaron sumergidos en la solución durante 
12 horas, en agitación continua y protección de la luz. Transcurrido ese tiempo se lavaron 
con agua bidestilada, etanol y se secaron con nitrógeno gaseoso. 
c.  Activación 
La activación del ácido carboxílico (grupo terminal del alcanotiol) es una reacción en la que 
este grupo se convierte en un éster de NHS tras sumergir el cristal en una solución de 
EDC/NHS disuelta en etanol. En esta ocasión, se utilizó una solución activadora de 
EDC/NHS (200/50 mM) disuelta en etanol, y los cristales se sumergieron en 1.5ml de la 
misma por 4 horas a temperatura ambiente y en agitación continua. 
La activación es una reacción que ocurre en dos pasos. En el primero, el ácido carboxílico 
y la carbodiimida (EDC) reaccionan y forman O-acilurea, y en el segundo la O-acilurea 
reacciona con NHS para producir un éster de NHS, como se ve en la reacción 2 de la Figura 
19. Sin embargo, esta reacción también puede darles lugar a subproductos no deseados, 
como N-acilurea (reacción 4) y anhídridos (reacción 5). Además, a través de la hidrólisis del 
éster de NHS o de carbodiimida los ácidos carboxílicos pueden regenerarse (Palazon et al., 
2014).  
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Figura 19. Esquema de las reacciones de activación con NHS y EDC. (Sam et al., 2010)  
 
La O-acilurea podría formar por sí sola el enlace amida deseado con una amina, sin 
embargo, esta reacción es lenta y por lo tanto se necesita del NHS para que pueda competir 
de manera eficiente con la reacción 4 (formación de N-acilurea) y forme una estructura 
intermedia más estable que establezca un enlace amida con una amina primaria. Las 
especies anhídridas producidas en la reacción 3 pueden más adelante reaccionar con NHS 
y formar un éster de NHS, por lo que estas aparecen como un camino secundario para la 
formación del éster de NHS, sin embargo, esta vía difícilmente puede dar lugar a una 
activación completa de la superficie (Sam et al., 2010).  
 
d.  Inmovilización de BSA 
Una vez culminado el proceso de activación, los cristales se lavaron con etanol y se secaron 
con nitrógeno gaseoso. Luego se ubicaron en una celda especial que permite que sólo la 
cara del cristal sobre la cual se va a inmovilizar la proteína quede expuesta. La solución de 
BSA se preparó en tampón fosfato de sodio-PBS 0.1 M con pH 7.5, y una vez lista se 
depositaron 60 µl de esta sobre cada cristal. Los cristales se dejaron allí durante 4 horas a 
temperatura ambiente. 
 
e.  Caracterización por medio de FTIR 
Inicialmente se limpian el plato en donde se ubica el cristal y la prensa con la que se sujeta 
utilizando agua Mili-Q, etanol y acetona, en ese orden. Luego se realiza un chequeo de 
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contaminación y se recolecta un “background” con el objetivo de tener en cuenta las 
variables ambientales y descartarlas de la medición de interés.  Seguidamente, utilizando 
el software Spectrum, se seleccionan una resolución de 4cm-1 y 20 repeticiones (Bhadra et 
al., 2015). Tras estas configuraciones iniciales se monta la muestra sobre el plato y se 
asegura con la prensa hasta que marque 100 en el indicador del software, ya que es una 
muestra sólida. 
En la Figura 20 se muestra un esquema de los pasos seguidos para la inmovilización de la 
proteína BSA sobre la superficie del electrodo de oro del cristal de 10 MHz para su posterior 
caracterización mediante el FTIR. 
 
Figura 20. Pasos para la biofuncionalización y caracterización de la superficie del cristal de 10 MHz. Figura modificada 
de (Barrientos Urdinola, 2015). 
 
2.2.2 Inmovilización y caracterización con el biosensor de 100 MHz 
Con el uso del biosensor piezoeléctrico de 100 MHz y siguiendo el protocolo planteado por 
March et al. (2015), se midieron los cambios en la fase del sensor a una frecuencia fija en 
tiempo real mientras se creaban uniones antígeno-anticuerpo sobre la superficie del cristal. 
Para esto, se inmovilizó una concentración fija de BSA (antígeno) sobre el cristal y se 
hicieron fluir diferentes concentraciones de anti-BSA (anticuerpo), para registrar los 
cambios en la fase del sensor conforme ocurrían cambios de masa en su superficie y así 
poder conocer la sensibilidad. 
Inicialmente, fue necesario determinar la concentración de BSA a inmovilizar, para lo cual 
se inmovilizaron tres concentraciones diferentes de BSA en flujo y luego se eligió la más 
apropiada. Una vez elegida, se inmovilizó BSA a esta concentración en flujo y luego se 
hicieron fluir diferentes concentraciones de anti-BSA por encima de la superficie del cristal. 
Con los datos arrojados por el sensor, se realizó una curva de calibración de cambio en la 
concentración vs cambio en la fase. Por último, se decidió realizar una nueva curva de 
calibración, esta vez inmovilizando BSA en “batch” y no en flujo, para conocer si había una 
mejora o no en la sensibilidad. “Batch” quiere decir que la BSA se deja incubando sobre el 
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cristal en agitación continua por un cierto número de horas, en lugar de hacerla fluir con el 
sistema de tuberías por encima del cristal. Tanto en la inmovilización de BSA en batch como 
en flujo, la anti-BSA se inyectó utilizando la bomba peristáltica y el sistema de tuberías del 
equipo AWS A20-F20. Cabe resaltar que en el protocolo hecho por March et al. (2015) el 
biorreceptor se inmoviliza en batch, por lo que la inmovilización en flujo representa un 
cambio en el protocolo. 
A continuación, se presenta la metodología empleada para determinar la concentración de 
BSA a inmovilizar y para la realización de las curvas de calibración con inmovilización de 
BSA en flujo y con inmovilización de BSA en batch. 
2.2.2.1 Determinación de la concentración de BSA  
Para determinar la concentración de BSA a utilizar para realizar la curva de calibración, se 
inmovilizaron tres concentraciones de BSA (10, 1 y 0.1mg/ml) en flujo, y luego se analizaron 
los resultados mediante el software A20RP. La inmovilización en flujo quiere decir que al 
cristal se le aplicó la metodología de monocapas autoensambladas hasta la etapa de 
activación con EDC/NHS y finalmente para la inmovilización de la proteína en su superficie 
se ubica sobre la celda de flujo y a través de esta se hace pasar la solución de BSA a la 
concentración específica. 
 
a.  Lavado 
Inicialmente se limpió la celda de inmovilización con agua bidestilada, luego con etanol y 
posteriormente se secó con nitrógeno gaseoso. Luego se ubicó el cristal sobre la celda de 
inmovilización y se selló. El cristal se lavó con 500 µl de agua bidestilada, luego con 500 µl 
de etanol y después se secó con nitrógeno gaseoso. El cristal se sacó de la celda y se 
introdujo en la cámara UV/Ozono por 20 minutos. Se sacó el cristal, se ubicó nuevamente 
en la celda y se lavó tres veces con 500 µl de etanol. Por último, se secó con nitrógeno 
gaseoso. No se utilizó la solución piraña puesto que la ficha de PEEK en la que los cristales 
se encuentran acoplados no resiste el ácido sulfúrico. 
 
b.  Formación de la SAM utilizando alcanotioles 
La solución de alcanotioles se hizo en una proporción 50:1 de ácido 16-
mercaptohexadecanoico (MHDA) y 11 mercapto-1undecanol (MUD), respectivamente, a 
una concentración de 250 µM. El cristal se ubicó dentro de la celda de inmovilización y se 
lavó dos veces, cada una con 500 µl de la solución de alcanotioles. Luego se tomaron otros 
500 µl de la solución, se depositaron sobre el cristal y se dejaron en agitación durante toda 
la noche. 
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c.  Activación 
Se retiraron los 500 µl de solución de alcanotioles con la micropipeta y se lavó el cristal (aún 
en la celda de inmovilización) dos veces con 500 µl de etanol y luego se secó con nitrógeno 
gaseoso. Se preparó la solución activadora, en este caso se hizo con EDC 200mM + NHS 
50mM en etanol. El cristal se lavó dos veces con 500 µl de la solución activadora y por 
último se dejaron 500 µl de la solución sobre el cristal en agitación durante 4 horas.  
 
d.  Inmovilización de BSA en flujo sobre cristales de 100 MHz  
Pasadas las 4 horas se retiraron los 500 µl de la solución activadora, luego se lavó el cristal 
con etanol (500 µl) dos veces en la celda de inmovilización y se secó el cristal con nitrógeno 
gaseoso. Luego se lavó el cristal 4 veces con 40 µl de PBS 0.1M pH 7.5, y luego se secó 
con nitrógeno gaseoso. Luego se procedió a inmovilizar las diferentes concentraciones de 
BSA en flujo por dos horas. 
Para la evaluación de la respuesta de los sensores piezoeléctricos frente a los eventos 
biológicos que ocurren sobre su superficie es necesario hacer pasar sobre el cristal una 
solución con la que se logre obtener una línea base, es decir, un estado estable en la 
frecuencia o fase del sensor en el tiempo, usualmente se utiliza para esto el solvente en el 
que se encuentra disuelto el analito de interés. Acto seguido se hace pasar la solución 
objeto de estudio y por último se utiliza nuevamente la solución de línea base, esto sirve 
para aislar los efectos relacionados con las diferencias de viscosidad de las soluciones y 
para remover aquellas moléculas que quedaron débilmente inmovilizadas (Thourson, 
Marsh, Doyle, & Timpe, 2013) 
Teniendo en cuenta lo anterior, para la inmovilización en flujo de cada una de las 
concentraciones de BSA se hizo lo siguiente:  
 
1. Lavado: Inicialmente se lavaron las tuberías del equipo F20 con agua bidestilada a 
una velocidad rápida (10000 µl/min). 
2. Llenado: Se llenaron las tuberías con las soluciones a utilizar para evitar el flujo de 
burbujas durante la operación con el cristal. En este caso, se llenaron las tuberías 1 
y 2 con PBS y BSA respectivamente, a una velocidad baja (300 µl/min) (ver Figura 
21). 
3. Línea base: Con la celda montada y el cristal dentro, se hizo fluir PBS a una 
velocidad de 50 µl/min sobre el cristal. Utilizando el software A20RP se realizó el 
barrido o “sweep” para identificar la frecuencia de resonancia que corresponde a la 
máxima conductancia del cristal y, una vez identificada, se seleccionó para que 
fuese la frecuencia a la cual operaría el cristal. Luego, utilizando el “fast mode” se 
observó el cambio en la fase del cristal (en voltios) frente a los cambios que ocurren 
en su superficie conforme iba pasando el tiempo y se esperaron varios pulsos de la 
jeringa hasta obtener una señal en estado estable.  
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4. Flujo de BSA: Una vez obtenida la línea base, se procedió a hacer fluir BSA durante 
dos horas a una velocidad de 50 µl/min, y se observó cómo iba variando la respuesta 
del sensor en tiempo real.  
5. Línea base final: Se volvió a inyectar PBS para obtener nuevamente una línea base 
y observar el cambio entre la línea base inicia y la final. 
Luego del análisis de los resultados obtenidos tras haber experimentado con las tres 
concentraciones de BSA, se eligió trabajar con la de 10 mg/ml para realizar la curva de 
calibración. 
 
En la Figura 21 se muestra el esquema de flujo del biosensor. 
 
 
Figura 21. Esquema de flujo del biosensor. Modificado de (Ocampo, Jaramillo, March, & Montoya, 2011)) 
 
2.2.2.2 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en flujo) 
 
a. Se realizaron los pasos de lavado, formación de la SAM y activación tal como se 
describieron en a, b y c del apartado 2.2.2.1. Es importante resaltar que los 
alcanotioles utilizados para la formación de la monocapa llevaban 6 días de 
preparados. 
b. Inmovilización de BSA en flujo sobre cristales de 100 MHz  
Tras el proceso de activación, se retiraron los 500 µl de la solución activadora, luego se 
lavó el cristal con etanol (500 µl) dos veces en la celda de inmovilización y se secó el cristal 
con nitrógeno gaseoso. Después, utilizando la plataforma de flujo continuo AWS A20-F20, 
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se hizo fluir PBS por encima del cristal para realizar un lavado y después se inmovilizó en 
flujo la solución de BSA 10 mg/ml en PBS, dejándola fluir por encima de la superficie del 
cristal durante 4 horas a una velocidad de 50 µl/min. Las tuberías fueron lavadas y llenadas 
de manera previa al experimento. 
 
c.  Bloqueo 
Después de la inmovilización de la proteína es necesario bloquear aquellos sitios activos 
en los que esta no se unió, para evitar uniones no específicas. La etanolamina permite 
realizar esta función de bloqueo, por lo que se utilizó una solución de etanolamina (10% 
v/v) en tampón borato de sodio de 0.1 M y pH 8.75, y el proceso fue como sigue. El cristal 
se lavó con PBS 0.1M a pH 7.5 y después con 40 µl de tampón borato de sodio. Se hicieron 
2 lavados con 60 µl de la solución de etanolamina en la celda de inmovilización y luego se 
agregaron 60 µl más de la solución, que se dejaron sobre el cristal por una hora en agitación 
continua. Pasado este tiempo se realizó un lavado con tampón borato de sodio y luego un 
lavado con agua bidestilada. 
 
d. Inyección de anti-BSA 
Las tuberías del equipo se lavaron con agua bidestilada y luego se llenaron con las 
soluciones a utilizar (PBST y HCl). Se utilizaron 6 concentraciones diferentes de anti-BSA 
(30, 17.3, 10, 5.7, 3.3 y 1.9 µg/ml, por duplicado ) disueltas en PBST (PBS + 0.005% Tween 
20), siguiendo un factor √3. 
Para la inyección de anti-BSA se llevaron a cabo los siguientes pasos: 
 
1. Línea base inicial: Flujo de PBST a 20 µl/min sobre el cristal hasta alcanzar una 
línea base. 
2. Inyección de anti-BSA: Se cargaron 300 µl de la solución de anti-BSA en la tubería 
utilizando la bomba peristáltica y luego desde el software A20RP se seleccionó la 
opción de inyectar.  
3. Línea base final: Flujo de PBST a 20 µl/min tras la inyección de anti-BSA. Se esperó 
a que se obtuviera nuevamente una respuesta estable o línea base. 
4. Regeneración: con HCl 0.1M por 4 minutos a 200 µl/min para romper la unión 
antígeno-anticuerpo.  
5. Flujo de PBST: a 200 µl/min durante 5 minutos para limpiar el HCl. 
6. Se repite el proceso con una nueva muestra de anti-BSA. 
El punto de 10 µg/ml se volvió a inyectar por duplicado repitiendo todo el proceso desde la 
etapa de lavado, esta vez utilizando alcanotioles frescos (preparados el mismo día que se 
incubaron sobre el cristal). 
e. Inyección de anti-carbaril 
Durante el ensayo se inyectó anti-carbaril de 10 µg/ml disuelto en PBST para comprobar la 
especificidad del inmunosensor. El proceso fue el mismo que se utilizó para la inyección de 
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anti-BSA; primero se obtuvo una línea base con PBST, luego se inyectó anti-carbaril y por 
último se obtuvo nuevamente una línea base con PBST. 
 
f.  Curva de calibración 
Dado que los puntos se hicieron por duplicado, se promediaron y luego se realizó el ajuste 
que se consideró más apropiado para elaborar la curva de calibración. A partir de estos 
resultados se determinó la sensibilidad de la curva, que viene dada por el límite de 
detección, rango lineal y pendiente en el rango lineal, y también se comprobó la 
especificidad del método. 
 
2.2.2.3 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en batch) 
 
a. Se realizaron los pasos de lavado, formación de la SAM y activación tal como se 
describieron en a, b y c del apartado 2.2.2.1. Cabe resaltar que en esta ocasión los 
alcanotioles fueron preparados el día antes de realizar la curva, mientras que en la 
curva de calibración realizada con BSA en flujo los alcanotioles se habían preparado 
6 días antes del ensayo. 
b.  Inmovilización de BSA en batch sobre cristales de 100 MHz 
Tras el proceso de activación, se retiraron los 500 µl de la solución activadora, luego se 
lavó el cristal con etanol (500 µl) dos veces en la celda de inmovilización y se secó el cristal 
con nitrógeno gaseoso. Después, el cristal se lavó 4 veces con 40 µl de PBS 0.1M pH 7.5. 
Se preparó la solución de BSA de 10 mg/ml en PBS y luego se lavó el cristal dos veces con 
40 µl de esta solución. Por último, se agregaron 40 µl más de la solución de BSA sobre el 
cristal y se dejaron allí 5 horas en agitación continua. 
 
c.  Bloqueo 
Se retiraron los 40 µl de solución de BSA y luego el bloqueo se realizó de la misma manera 
que en c del apartado 2.2.2.2. 
 
d.  Inyección de anti-BSA 
Las tuberías del equipo se lavaron con agua bidestilada y luego se llenaron con las 
soluciones a utilizar (PBST y HCl). Se utilizaron 5 concentraciones diferentes de anti-BSA 
(30, 10, 1, 0.1 y 0.01 µg/ml) por duplicado disueltas en PBST.  
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Los pasos para la inyección fueron los mismos seguidos en d del numeral 2.2.2.2 (línea 
base con PBST, inyección de anti-BSA, línea base nuevamente, regeneración con HCl, flujo 
rápido de PBST, repetición del proceso). 
En la Figura 22 se muestra la secuencia de pasos seguida para modificar la superficie del 
cristal de 100 MHz con la inmovilización de BSA y luego detectar anti-BSA mediante la 
lectura del cambio en la fase del sensor. 
 
Figura 22. Secuencia de pasos para la biofuncionalización del cristal de 100 MHz con BSA y la detección de anti-BSA. 
Modificado de (Barrientos Urdinola, 2015) 
 
 
e.  Curva de calibración 
Se realizó la curva de calibración y se hallaron los parámetros de sensibilidad tal como se 
explicó en f del apartado 2.2.2.2 
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3. PRESENTACIÓN Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
3.1 INMOVILIZACIÓN DE BSA SOBRE CRISTALES DE 10 MHZ 
3.1.1 Caracterización de la superficie de oro en cristales de 10 MHz   
La espectroscopia infrarroja ha sido utilizada por diferentes autores con el propósito de 
confirmar la presencia de las moléculas inmovilizadas en la superficie del sustrato. En esta 
ocasión, una vez terminado el proceso de inmovilización de BSA sobre los cristales de 10 
MHz, se utilizó el ATR-FTIR para caracterizar su superficie y los resultados se dan a 
conocer a continuación. Los experimentos se hicieron por duplicado para observar la 
reproducibilidad de los mismos, es decir, se utilizaron dos cristales por cada concentración 
de BSA y en el presente trabajo se muestran los espectros de uno de ellos. 
 
En la Figura 23 se muestran los espectros de los cristales tras la inmovilización de las tres 
concentraciones de BSA (10, 1 y 0.1 mg/ml, en negro, azul y rojo, respectivamente). 
 
 
Figura 23. Espectros de los cristales tras la incubación de BSA.  
 
3.1.1.1 Formación de la monocapa: Dado que el esqueleto de los alcanotioles está 
conformado por grupos metileno (CH2), se busca encontrar las bandas que corresponden 
a la vibración de este grupo para ratificar la presencia de los alcanotioles en el sustrato. 
 
Respecto a la formación de la monocapa (inmovilización del 11 mercapto-1undecanol 
(MUD)) es posible ubicar en la Figura 23 bandas en 2926.66, 2860.00 y 1466.66 cm-1, 
correspondientes a la vibración asimétrica, simétrica y en tijera del grupo metileno, 
respectivamente. Las bandas que corresponden a la vibración asimétrica y simétrica del 
grupo metileno pueden verse de cerca en la Figura 24, la cual muestra el intervalo 2840-
3000.9 cm-1 de la Figura 23. Es importante resaltar que estas bandas no son exclusivas de 
- 10 mg/ml  
- 1 mg/ml 
- 0.1 mg/ml 
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los alcanotioles, estas también podrían corresponder a las vibraciones del grupo CH2 
perteneciente a los grupos radicales de los aminoácidos que conforman la proteína BSA. 
  
Figura 24. Intervalo 3000.9 – 2840 cm-1 de la Figura 23, que contiene las bandas correspondientes a las vibraciones 
simétrica (2857.54) y asimétrica (2928.55) del grupo metileno de los alcanotioles.  
 
Estas bandas son consecuentes con lo encontrado por diversos autores, citados a 
continuación. Sam et al. (2010) recopilaron las bandas del espectro infrarrojo que se suelen 
encontrar en las etapas de formación de la SAM y de su activación (Figura 25), reportando 
bandas en 2925, 2855 y 1465 cm-1 como la vibración asimétrica, simétrica y en tijera del 
grupo metileno respectivamente (Sam et al., 2010). 
 
 
Figura 25. Bandas del espectro infrarrojo en el proceso de formación de la SAM y activación (Sam et al., 2010).   
- 0.1 mg/ml 
- 1 mg/ml 
- 10 mg/ml  
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Por su parte, Porter et al. (1987) estudiaron la relación entre la longitud de cadena de la 
SAM y su calidad, encontrando que aquellas cadenas más largas (n > 10) forman arreglos 
de estructura cristalina y de mayor densidad, mientras que las más pequeñas (n < 8) forman 
monocapas parcialmente desordenadas y de menor densidad. Respecto a la vibración 
asimétrica del CH2 encontraron que aquellas cadenas de 15, 17 y 21 carbonos presentaron 
bandas en 2918, 2917 y 2918 cm-1 respectivamente, y en cuanto a la vibración simétrica 
todas ellas presentaron una banda en 2850 cm-1. Por su parte, las cadenas de 5, 7, 9 y 11 
carbonos presentaron bandas en 2921, 2921, 2920 y 2919 cm-1 respectivamente para la 
vibración asimétrica, y en 2852, 2852, 2851 y 2851 cm-1 para la simétrica (Porter, Bright, 
Allara, & Chidsey, 1987). 
 
Kim (n.d) utilizó FTIR de reflectancia especular para caracterizar SAM preparadas con 
alcanotioles 11-Mercapto-1undecanol (MUD) sobre sustratos de oro, reportando bandas en 
2855 y 2940 cm-1, correspondientes a las vibraciones simétrica y asimétrica del CH2  
respectivamente (Kim, n.d.).  
 
Jordan et al. (1994) modificaron superficies de oro con alcanotioles MUD para la adsorción 
de Poli-L-lisina, y utilizaron un tipo de espectroscopia infrarroja llamada FTIR de 
polarización-modulación (PM-FTIR) para caracterizar el proceso. En la Figura 26 se pueden 
observar las bandas del espectro infrarrojo características del 11MUD que obtuvieron, en 
donde las bandas en 2919 y 2849 cm-1 fueron asignadas a la vibración asimétrica y 
simétrica del CH2 respectivamente (Jordan, Frey, Kornguth, & Corn, 1994).  
 
 
Figura 26. Bandas del espectro infrarrojo características del 11MUD (Jordan et al., 1994) 
  
3.1.1.2 Activación: En cuanto al proceso de activación se esperaría ver en el espectro 
(Figura 23) una banda en el intervalo 1818-1825 cm-1, otra entre 1783-1789 cm-1 y otra entre 
1743-1750 cm-1, esta es la banda triple propia del C=O del éster de NHS reportada por 
múltiples autores, como Sam et al.(2010), Palazon et al. (2014) y Touahir et al. (2011) (Sam 
et al., 2010),(Palazon et al., 2014), (Touahir et al., 2011), sin embargo, debido a que el 
cristal de diamante del ATR-FTIR presenta una alta absorbancia entre 2650 y 1800 cm-1, 
las mediciones realizadas en este rango presentan altos niveles de ruido y por tal motivo 
no se alcanzan a apreciar dichas bandas en los espectros obtenidos. A pesar de esto, en 
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la Figura 23 puede observarse una banda en 1003.33 cm-1, la cual puede asociarse con la 
vibración del NCO y otra en 1380.00 cm-1 relacionada con la vibración simétrica del CNC, 
tal como lo reportaron Sam et al. (2010) en la Figura 25 y como lo indican Palazon et al. 
(2014) en su estudio sobre el proceso de activación de SAM MUD inmovilizadas en oro bajo 
diferentes condiciones (dos tipos diferentes de carbodiimida y diferentes concentraciones 
de los reactivos). En la Figura 23 puede verse también una banda en 1263.33 cm-1, que 
podría asociarse con la vibración asimétrica del CNC, pues Palazon et al. (2014) reportaron 
así a la banda que encontraron en 1213 cm-1. 
3.1.1.3 Unión covalente de BSA: En la Figura 27 se muestra el intervalo  
1893.3-1350 cm-1 de la Figura 23 (Negro para 10 mg/ml, Azul para 1 mg/ml y Rojo para 0.1 
mg/ml de BSA) en donde las bandas en 1549.78 y 1661.03 cm-1 correspondientes a la 
amida I y II respectivamente comprueban la presencia de la proteína BSA inmovilizada en 
cada uno de los cristales. Es posible apreciar claramente que el espectro de la 
concentración de 10mg/ml de BSA es el que presenta las bandas de amida I y II más 
profundas (mayor porcentaje de absorbancia), seguido por el de la concentración de 1mg/ml 
y terminando por el de la menor concentración, con lo que se concluye que a mayor 
concentración de proteína mayor será la cantidad de ella que se una a los sitios activos. 
  
Figura 27. Bandas de BSA de cada uno de los cristales. 1549.78 corresponde a la amida I y 1661.03 cm-1 a la amida II.  
Respecto al espectro infrarrojo característico de la proteína BSA, Grdadolnik & Maréchal 
(2001) reportaron dos bandas muy intensas en 1540 y 1660 cm-1, atribuidas a la amida I y 
II respectivamente tras haber evaluado una muestra de BSA seca de 0,86 µm de espesor ( 
Figura 28) (Grdadolnik & Maréchal, 2001).  
- 0.1 mg/ml 
- 1 mg/ml 
- 10 mg/ml  
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Figura 28. Bandas de BSA seca a temperatura ambiente. (Grdadolnik & Maréchal, 2001) 
Sam et al. (2010) indicaron que la banda en 1650 cm-1 corresponde a la vibración simétrica 
del enlace C=O de la amida I y que la banda en 1550 cm-1 se debe a la vibración simétrica 
del enlace N-H de la amida II del péptido (Figura 25) (Sam et al., 2010). Schmidt & Martínez 
(2016) investigaron la adsorción de cuatro concentraciones (1.50, 3.75, 7.50 y 15 µM) de 
BSA en una superficie de aluminosilicato estratificado (montmorillonita) utilizando ATR-
FTIR. En la Figura 29 se muestran los resultados representativos de sus espectros, en 
donde las bandas de la amida I y II se encuentran en 1653 y 1564 cm-1 respectivamente, 
las de la amida III están presentes en el intervalo 1350-1300 cm-1 y el pico presente en 3285 
cm-1 se asignó tentativamente a la vibración del enlace N-H de BSA adsorbida (Schmidt & 
Martínez, 2016).  
 
 
Figura 29.  Espectro Infrarrojo de la adsorción de BSA (3,75 µM) en una superficie de montmorillonita (Schmidt & 
Martínez, 2016).  
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3.2 CARACTERIZACIÓN CON EL BIOSENSOR DE 100 MHZ 
3.2.1 Determinación de la concentración de BSA (biorreceptor) a 
inmovilizar 
Para seleccionar la concentración óptima de BSA que permite que la mayor cantidad de 
proteína se una a los sitios activos del cristal de 100 MHz, se inmovilizaron tres 
concentraciones (10, 1 y 0.1 mg/ml) de esta en flujo durante dos horas (luego de que el 
cristal pasara por las etapas de lavado, formación de la monocapa y activación) y se midió 
el cambio en la fase del sensor que ocurrió entre la línea base inicial y la final (obtenidas 
con la solución de línea base, PBS).  
Las gráficas que muestran la variación de la fase del sensor en el tiempo conforme se 
inmovilizaba BSA en flujo siguieron el mismo patrón con cada una de las concentraciones 
estudiadas, por lo que a continuación se muestra la que corresponde a la inmovilización de 
10 mg/ml de BSA (Figura 30) en representación de las demás. En esta, se puede apreciar 
la línea base inicial hasta donde el tiempo marca 7:40h, luego se ve que la fase comienza 
a descender por la acción de la BSA fluyendo sobre el cristal y pasadas dos horas (a partir 
de 9:44h) se expuso el cristal nuevamente a la solución de línea base, durante 20 minutos. 
Cada uno de los picos o pulsos pronunciados aparecen debido a la succión de fluido por 
parte de la jeringa, pues durante ese tiempo no pasa fluido por la superficie del cristal.  
El cambio en la fase fue de 0.525, 0.3 y 0.145V para 10, 1 y 0.1 mg/ml de BSA 
respectivamente, por lo tanto, se decidió utilizar 10 mg/ml de BSA como biorreceptor en el 
cristal de 100 MHz para la realizar la curva de calibración. 
 
 
Figura 30. Respuesta del sensor de HFF-QCM frente al flujo de BSA de 10 mg/ml sobre su superficie.   
 
Diversos autores han inmovilizado en flujo con diferentes objetivos, por ejemplo, Thourson 
et al. (2013) estudiaron las características de adsorción de la proteína BSA sobre 
microbalanzas de cristal de cuarzo de 5MHz con electrodo de oro, funcionalizadas con 
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monocapas autoensambladas terminadas en NHS. En la Figura 31 se muestra el gráfico 
del cambio de frecuencia vs el tiempo para la adsorción de BSA sobre el electrodo de oro 
del cristal presentado en dicho estudio. En la región (I), el cristal se expuso a la solución de 
línea base hasta que se obtuvo una frecuencia de resonancia estable. En la región (II), la 
solución de línea base se reemplazó por la solución adsorbato (BSA en PBS), ocasionando 
un decremento en la frecuencia. La diferencia entre la frecuencia de la región (I) y el estado 
estable de la frecuencia de la región (II) es llamada cambio total de la frecuencia Δftotal, como 
se muestra en la figura. Tras alcanzar el nuevo estado estable de la frecuencia en la región 
(II) se procedió a hacer pasar nuevamente la solución buffer de la línea base en la región 
(III).  
 
Figura 31. Respuesta del sensor en frecuencia vs tiempo frente a la adsorción de BSA. (Thourson et al., 2013)  
Puede verse cómo esta gráfica muestra el mismo comportamiento presentado en los 
ensayos en flujo con las tres concentraciones diferentes de BSA. 
3.2.2 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en flujo): ensayo 
de sensibilidad y especificidad 
En esta sección se presentan los resultados obtenidos tras la inyección de 6 
concentraciones de anti-BSA por duplicado (30, 17.3, 10, 5.7, 3.3 y 1.9 µg/ml), luego de 
haber inmovilizado BSA de 10 mg/ml en flujo sobre el cristal de 100 MHz. Las 
concentraciones de anti-BSA se eligieron así puesto que la primera concentración que se 
inyectó fue de 10 µg/ml, con el objetivo de observar la respuesta del sensor y luego decidir 
si inyectar una concentración más alta o más baja. Tras el resultado de esta inyección, se 
decidió entonces continuar con una concentración más alta, 30 µg/ml y luego de observar 
su respuesta se decidió realizar una concentración intermedia, 17.3 µg/ml, que sigue un 
factor  √3. Luego se continuó utilizando concentraciones por debajo de 10 siguiendo este 
mismo factor. 
La Figura 32 muestra el registro de la señal obtenido durante la inyección de 30 µg/ml de 
anti-BSA. En esta, es posible observar la línea base obtenida con PBST hasta donde el eje 
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del tiempo marca 11:52h, a partir de ese momento comienza a variar la fase debido a la 
inyección de anti-BSA, y, por último, aproximadamente a partir de 12:04h, la señal vuelve a 
estabilizarse. La interacción antígeno-anticuerpo según muestra la figura duró 12 minutos 
y el cambio de la fase fue de 100mV. Esta gráfica es representativa de lo ocurrido en la 
inyección de las demás concentraciones, pues todas estas siguieron el mismo patrón, a 
excepción del duplicado de 1.9 µg/ml de anti-BSA que no mostró mayor variación en la 
respuesta. 
 
Figura 32. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 30 µg/ml de anti-BSA.  
 
En la Figura 33 se muestra un registro real de varias de las señales que se obtuvieron para 
diferentes concentraciones de anti-BSA. La gráfica representa los cambios en la fase que 
se produjeron cuando ocurrieron las uniones antígeno-anticuerpo e incluye además la 
regeneración hecha con HCl, que se observa como una señal ruidosa entre inyección e 
inyección. La interacción tras cada inyección duró en promedio 12 minutos (desde que la 
señal comenzó a variar hasta que se estabilizó). Puede observarse que después de la 
regeneración con HCl la línea base no vuelve al mismo valor de fase en el que estaba, esto 
se debe a que la regeneración no es completa y quedan algunas moléculas de anti-BSA 
inmovilizadas. 
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Figura 33.  Respuesta del sensor piezoeléctrico de 100 MHz (con inmovilización de BSA en flujo) a la variación de la 
concentración de anti-BSA.  
 
Para respaldar lo ocurrido, se inyectó anti-carbaril como control negativo, que es el 
anticuerpo específico para el antígeno carbaril (insecticida), sobre el cristal inmovilizado con 
la proteína BSA. La solución de línea base utilizada fue nuevamente PBST, y tras la 
inyección de este anticuerpo a una concentración de 10 µg/ml (Figura 34), se observó que 
no hubo diferencia entre la fase de la línea base inicial y la final, lo que indica que el anti-
carbaril no se unió a la BSA inmovilizada y que se desarrolló un inmunosensor 
piezoeléctrico específico, pues sólo la anti-BSA podrá unirse a la BSA. El cambio en la fase 
que se observa entre 12:12 y 12:28 h es debido al paso del anti-carbaril por encima de la 
superficie del sensor, pues este detecta una solución de viscosidad y densidad diferentes a 
las de la solución de línea base, PBST, sin embargo, es importante resaltar que este cambio 
no es relevante en el experimento, pues lo que da información sobre la unión de 
biomoléculas sobre la superficie es la diferencia entre la línea base inicial y la final. 
 
 
 
Figura 34. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 10 µg/ml de anti-carbaril. 
 
A continuación, en la Figura 35 se muestra la curva de calibración (en rojo). Esta se realizó 
con un ajuste no lineal de 4 parámetros, cuya ecuación es (Raab, 1983): 
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𝑓(𝑥) = 𝐷 +
𝐴 − 𝐷
1 + (
𝑥
𝐶)
𝐵
 
 
(3) 
 
En donde: 
A = Asíntota mínima. En un bioensayo donde se tiene una curva estándar, puede 
considerarse como el valor de la respuesta f(x) a la concentración estándar cero. 
B = Pendiente de la recta que pasa por el punto de inflexión. 
C =Punto de inflexión. Este se define como el punto en la curva donde la curvatura cambia 
de dirección o de signo. C es la concentración de analito donde f(x) = (D-A) / 2. 
D = Asíntota máxima. En un bioensayo donde se tiene una curva estándar, puede 
considerarse como el valor de la respuesta f(x) a la concentración estándar infinita. 
Y = Cambio de fase 
 
 
Figura 35. Curva de calibración de anti-BSA con inmovilización de BSA en flujo y rango lineal de la misma (en azul).  
La siguiente es la ecuación que ajusta los puntos de la curva: 
𝑓(𝑥) = 100.2 +
(3.262𝑒 − 08) − 100.2
1 + (
𝑥
3.263)
1.753
 
(4) 
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Cuyo coeficiente de determinación es R2=0.9907. 
El rango lineal (mostrado en color azul en la Figura 35) fue calculado tomando aquellos 
puntos de la curva que mejor se ajustaran a una regresión lineal simple, los cuales 
correspondieron a las tres menores concentraciones con las que se experimentó (5.7, 3.3 
y 1.9 µg/ml), obteniendo un R2 de 0.9125. 
En la literatura se encuentran diversas maneras de definir la sensibilidad. Algunos autores 
la toman como el límite de detección y el rango lineal y otros la toman sólo como el límite 
de detección. A su vez, el límite de detección es calculado de distintas maneras. Algunos, 
como Liu et al. (2001), quienes compararon diversos métodos de inmovilización sobre 
cristales de cuarzo de 9 MHz para la detección de anti-HSA a través de la inmovilización de 
HSA (albúmina sérica humana), lo calculan como la menor concentración cuyo cambio en 
la frecuencia fue diferente del ocasionado por el blanco (Liu, Wang, & Hsiung, 2001). Otros, 
como Salam et al. (2013), quienes utilizaron un sensor de QCM de 20MHz para la detección 
de Salmonela a través de la inmovilización de anti-Salmonela, lo calculan como la señal 
obtenida de la concentración del analito de interés que es equivalente a 3 veces la 
desviación estándar de las señales obtenidas del blanco (Salam, Uludag, & Tothill, 2013). 
Y otros, como Adányi et al. (2006), quienes desarrollaron un inmunosensor de QCM de 9 
MHz para la detección de Escherichia Coli, lo calculan como la concentración más baja 
dentro del rango de respuesta lineal del sensor (Adányi, Váradi, Kim, & Szendrö, 2006). 
La sensibilidad se toma en este estudio como el límite de detección, el intervalo lineal y la 
pendiente de este intervalo. El intervalo lineal fue encontrado entre 1.9 y 5.77 µg/ml y el 
límite de detección, definido en esta ocasión como la menor concentración dentro del rango 
lineal cuya señal (cambio en la fase) es diferente a la generada por el blanco (PBST) fue 
1.9 µg/ml. La pendiente de la recta en el rango lineal fue de 11.727 mV/(µg/ml). 
Como se explicó en la metodología, el proceso se repitió para inyectar de nuevo el punto 
de 10 µg/ml por duplicado y el cambio en la fase que ocasionó fue en promedio de 667.5 
mV, 582.5mV más que la primera vez, lo que indica que los resultados de la curva 
estuvieron alterados por algún cambio en el protocolo, probablemente por el uso de 
alcanotioles que no estaban frescos. En la Figura 36 se muestra la inyección de este punto. 
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Figura 36. Respuesta del sensor de 100 MHz frente a la inyección de 10 µg/ml de anti-BSA tras haber repetido el 
protocolo desde el inicio.  
3.2.3 Curva de calibración (con inmovilización de BSA en batch): ensayo 
de sensibilidad y especificidad 
En esta sección se presentan los resultados obtenidos tras la inyección de 5 
concentraciones de anti-BSA por duplicado (30, 10, 1, 0.1 y 0.01 µg/ml), luego de haber 
inmovilizado BSA de 10 mg/ml en batch sobre el cristal de 100 MHz. La primera 
concentración que se inyectó fue nuevamente la de 10 µg/ml y al ver la respuesta generada 
se decidió continuar inyectando concentraciones menores, siguiendo un factor de 10. 
También se experimentó con 30 µg/ml, esta concentración no fue 10 veces mayor pues no 
se consideró necesario. 
En la Figura 37 se muestra un registro real de varias de las señales que se obtuvieron para 
diferentes concentraciones de anti-BSA. Esta representa los cambios en la fase que se 
produjeron cuando ocurrieron las uniones antígeno-anticuerpo e incluye además la 
regeneración hecha con HCl, que se observa como una señal ruidosa entre inyección e 
inyección. Las gráficas de la inyección de 30, 10 y 1 µg/ml de anti-BSA siguieron el mismo 
patrón, en el que una vez comienzan a formarse los complejos antígeno-anticuerpo por la 
inyección de anti-BSA, la fase empieza a bajar hasta que finalmente se estabiliza al exponer 
nuevamente el cristal a la solución de línea base, sin embargo, las gráficas de 0.1 y 0.01 
µg/ml, siguieron un patrón diferente, la fase del sensor entre la línea base inicial y la final 
subió en lugar de bajar (en la Figura 37 puede verse el comportamiento de la fase al inyectar 
0.1 µg/ml de anti-BSA). Esto fue así porque el efecto de la viscosidad y la densidad del 
fluido fue más fuerte que el de la unión antígeno-anticuerpo. En el caso de la inyección de 
0.1 µg/ml, la formación de los complejos inmunes se comprueba por la diferencia que hay 
entre la línea base inicial y la final (que en promedio fue de 15mV), sin embargo, en el caso 
de 0.01 µg/ml no hubo una diferencia mayor de 10mV, y dado que la variación en la fase 
de la solución de línea base es de ±10mV, se considera que el sensor no detectó la unión 
antígeno-anticuerpo. 
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Figura 37. Respuesta del sensor piezoeléctrico de 100 MHz (con inmovilización de BSA en batch) a la variación de la 
concentración de anti-BSA.  
A continuación, se muestra la curva de calibración. Esta también se realizó con un ajuste 
no lineal de 4 parámetros. 
 
Figura 38. Curva de calibración de anti-BSA con inmovilización de BSA en batch y rango lineal de la misma (en azul). 
La ecuación de 4 parámetros que ajusta los puntos de la curva de calibración, es: 
𝑓(𝑥) = 865.7 +
5.935 − 865.7
1 + (
𝑥
2.593)
1.556
 
(5) 
 
Cuyo coeficiente de determinación es R2=1. 
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Como era de esperarse, una mayor unión ocurrió al incrementar la concentración de anti-
BSA. El rango lineal (mostrado en color azul en la Figura 38) fue calculado tomando 
aquellos puntos de la curva que mejor se ajustaran a una regresión lineal simple, los cuales 
correspondieron a las tres menores concentraciones con las que se experimentó (1, 0.1 y 
0.01 µg/ml), obteniendo un R2 de 0.9983. El límite de detección, definido en esta ocasión 
como la menor concentración dentro del rango lineal cuya señal es diferente a la generada 
por el blanco, fue 0.1 µg/ml. La pendiente de la recta en el rango lineal fue de 164.79 
mV/(µg/ml). El aumento en la fase en la inyección de 10 µg/ml fue en promedio de 772mV, 
104.5 mV más que en la repetición del punto de 10 µg/ml en el ensayo con inmovilización 
de BSA en flujo. 
Los resultados obtenidos en este ensayo son comparables con estudios realizados por 
otros autores en los que también utilizaron el sensor de QCM de 100 MHz como plataforma 
para la detección de complejos inmunes. Montoya et al. (2017) desarrollaron un 
inmunosensor para la detección de tuberculosis mediante el uso del sensor piezoeléctrico 
de 100 MHz, en donde el par antígeno-anticuerpo seleccionado fue el del antígeno 38KDa 
y el anticuerpo monoclonal Myc-31 (Myc-31 MAb). La concentración de anticuerpo 
monoclonal a utilizar debía ser tal que generara señales en el sensor por debajo del 50% 
de la saturación, así que para poder conocer este dato inmovilizaron el antígeno 38KDa 
sobre la superficie del cristal de 100 MHz y realizaron una curva de calibración 
experimentando con concentraciones de Myc-31 entre 0.5-50 µg/ml (Montoya et al., 2017). 
La concentración de 1 µg/ml de Myc-31 generó una señal entre 300 y 400 mV, y en el caso 
del presente trabajo, la concentración de 1 µg/ml de anti-BSA (en el ensayo con 
inmovilización de BSA en batch), generó una señal promedio de 165mV, por lo que se 
podría decir que son valores cercanos. Sin embargo, aquellas concentraciones saturantes 
de Myc-31 (entre 10 y 50 µg/ml) produjeron señales entre 1300 y 1600 mV, bastante lejanas 
respecto a las obtenidas en este trabajo al experimentar con las concentraciones saturantes 
(entre 10 y 30 µg/ml), que estuvieron entre 772 y 847mV. 
Por otro lado, March et al. (2015) para determinar las concentraciones óptimas a utilizar en 
su inmunoensayo competitivo, inmovilizaron dos concentraciones diferentes del conjugado 
BSA-CNH, 1 y 10 µg/ml sobre la superficie del cristal de 100 MHz, e inyectaron diferentes 
concentraciones del anticuerpo monoclonal LIB-CNH45 (1-50 µg/ml). En la curva de 
calibración realizada (Figura 39), se observa que en el caso en el que se inmovilizaron 10 
µg/ml de BSA-CNH (curva roja con círculos), las concentraciones entre 1 y 2 µg/ml de LIB-
CNH45 generaron un cambio en la señal entre 50 y 220 mV, similar a lo ocurrido en el 
presente ensayo, en donde la concentración de 1 µg/ml de anti-BSA generó un cambio de 
165mV. Sin embargo, aquellas concentraciones más altas de LIB-CNH45, entre 10 y 50 
µg/ml provocaron un aumento de la señal mucho mayor, entre 1300 y 1500mV, así como 
sucedió en el caso de Montoya et al. (2017). 
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Figura 39. Curva de calibración para la optimización del inmunoensayo con carbaril. (March et al., 2015). 
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4. CONCLUSIONES Y CONSIDERACIONES FINALES 
 Se desarrolló un inmunosensor piezoeléctrico de 100 MHz para la detección y 
cuantificación de anti-BSA como anticuerpo de la molécula modelo BSA mediante 
el método de monocapas autoensambladas mixtas y la inmovilización del 
biorreceptor (BSA) tanto en batch como en flujo. Los resultados arrojados por el 
sensor de 100 MHz muestran la efectiva formación de complejos inmunes sobre la 
superficie del electrodo de oro y la especificidad del método. Sin embargo, con este 
estudio no es posible determinar cuál de los dos métodos de inmovilización del 
biorreceptor permite que una mayor cantidad de analito sea detectada, pues en el 
caso de la inmovilización en flujo, alguna de las etapas del proceso alteró los 
resultados finales, probablemente el hecho de haber utilizado alcanotioles que 
llevaban 6 días de preparados, en lugar de alcanotioles frescos. Se recomienda 
entonces utilizar alcanotioles frescos para la elaboración de la monocapa y se 
considera necesario repetir la curva de calibración con inmovilización de BSA en 
flujo para poder comparar ambos métodos. 
 La caracterización de los cristales de 10 MHz con el FTIR permitió comprobar la 
inmovilización de BSA sobre la superficie del electrodo de oro con la metodología 
utilizada. A través de esta técnica de caracterización se evidenciaron las diferentes 
etapas del proceso mediante la aparición de las bandas del espectro infrarrojo 
correspondientes a los grupos químicos que hacen parte de la formación de la 
monocapa, activación e inmovilización de BSA. De igual forma, este procedimiento 
posibilitó la comparación entre la inmovilización de tres concentraciones diferentes 
de BSA.  
 Los resultados mostrados por el sensor de 100 MHz al inmovilizar diferentes 
concentraciones de BSA (0.1, 1 y 10 mg/ml) en flujo fueron los esperados, al 
aumentar la concentración mayor fue el aumento en la fase, indicando que a mayor 
concentración más cantidad de proteína se une a los sitios activos. Sin embargo, se 
recomienda que en estudios posteriores se realicen ensayos con un mayor número 
de concentraciones, tanto en batch como en flujo, para asegurar que se obtenga la 
mejor señal con el menor gasto de reactivo.  
 Para calcular la sensibilidad de una curva de calibración se suelen hallar el límite de 
detección y el rango lineal (o rango de trabajo). En esta ocasión, el LOD hallado en 
la curva de calibración con inmovilización de BSA en flujo fue 1.9 µg/ml y el rango 
lineal estuvo entre 1.9 y 5.77 µg/ml, con una pendiente de 11.727 mV/(µg/ml) y en 
la curva de calibración con inmovilización de BSA en batch el LOD fue de 0.1 µg/ml 
y el rango lineal estuvo entre 0.01 – 10 µg/ml, con una pendiente de 164.79 
mV/(µg/ml). Sin embargo, en esta ocasión el rango lineal de cada curva sólo se 
calculó teniendo en cuenta 3 puntos, pues no se contaba con más puntos que 
exhibieran un comportamiento de este tipo. Por lo tanto, para la continuación de este 
trabajo y estudios futuros se sugiere realizar ensayos con más concentraciones que 
se encuentren dentro del intervalo lineal una vez este se tenga identificado, de tal 
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manera que se puedan analizar el comportamiento de la curva y predecir la 
concentración de una muestra problema con mayor precisión.  
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ANEXO 1: LISTA DE REACTIVOS 
REACTIVOS 
Referencia 
comercial 
Nombre Marca Fórmula 
química 
Peso 
molecular 
(g/mol) 
121076.1211 Hidrógeno Peróxido 30% 
p/v (1000 vol.) PA 
Panreac H2O2 34.01 
141058.1611 Ácido sulfúrico 95-98% Panreac H2SO4 98.08 
447528-1G 11-Mercapto-
1undecanol 97% 
Sigma-Aldrich C11H24OS 204.37 
448303-1G 16-
Mercaptohexadecanoic 
acid 90% 
Sigma-Aldrich C16H32O2S 288.49 
K42636483.13
4 
Ethanol Merck KGaA C2H5OH 46.07 
24500 N-Hydroxysuccinimide MSDS  115.09 
03450 N-(3Dimetilaminopropil)-
N’etilcarbodiimida, 
clorhidrato 
Fluka C8H17N3HCl 191.70 
A7906-50G Albumin from bovine 
serum, minimum 98% 
Sigma-Aldrich  66430 kDa 
SAB4200688 Anti-Bovine Serum 
Albumin antibody, 
Mouse monoclonal 
Sigma-Aldrich   
162312.1611 TWEEN 20 PS Panreac C58H114O26  1227.72 
g/mol  
E9508 Ethanolamine, Minimum 
98% 
Sigma-Aldrich C2H7NO 61.08 
131020.1211  Panreac HCl 36.46g/mol 
131659.1211 Sodio Cloruro PA- Panreac NaCl 58.44 
La información presentada en este documento es de exclusiva responsabilidad de los autores y no 
compromete a la EIA. 
 
ASCISO 
131494.1211 Potasio Cloruro PA-
ASC-ISO 
Panreac KCl 74.56 
480226 Sodio fosfato bibásico 
biidrato RPE 
Carlo Erba Na2HPO4+2
H2O 
178.12 
131509.1211 Potasio di-Hidrógeno 
Fosfato PA-ACS 
Panreac KH2PO4 136.09 
 Tetraborato de Sodio  Na2B4O7.10 
H2O 
 
 LIB-CNH45 monoclonal 
antibody (MAb) (anti-
Carbaryl) 
Centro de 
Investigación 
e Innovación 
en 
Bioingeniería 
(Ci2B). 
Universitat 
Politècnica de 
Valencia,Esp
aña 
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